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Milz und Kohlenhydratstoffwechsel. 


Von 


Tokuji Togawa. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1920.) 
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Einleitung. 

Uber Milzstoffwechsel oder Milzfunktion wurden im Laufe 
der Jahrhunderte zahllose Experimente ausgefiihrt und auch 
zahllose spekulative Theorien aufgestellt. Erst von der Mitte 
des vorigen Jahrhunderts ab ist die Milz Gegenstand exakter 
Forschungen geworden. Doch wurden die neu erschienenen An- 
gaben von einem Autoren bestritten und von einem anderen 
wieder bestitigt. Die Angaben, welche gegenwirtig von ziemlich 
vielen Autoren anerkannt werden, sind die Einfliisse der Milz in 
Eisenstoffwechselvorgingen, die Wirkung der Milz auf Blut- 
kérperchen, ferner die Wirkung der Milz als Bildungsstatte von 
Antikérpern. Die Ergebnisse vieler anderer interessanter Ex- 
perimente, z.B. Abhangigkeit zwischen Gallensekretion oder 
Gallenbestandteilen und der Milzfunktion, Zusammenhang zwi- 
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schen Pankreas und Milzfunktion, Zusammenhang zwischen der 
Verdauung und Milzfunktion, Antagonismus von Schilddrise 
und Milz, EinfluB der Milz auf den respiratorischen Stoffwechsel 
und auf Eiweifistoffwechsel, Zusammenhang zwischen Thymus 
und Milz, das Zusammenwirken von Leber- und Milzextrakt, 
Wirkung der Milz auf die Darmperistaltik, die Angaben tiber 
proteolytische Enzyme der Milz usw., kann man vom jetzigen wis- 
senschaftlichen Standpunkt aus weder verwerfen noch bestitigen. 
Trotz ungeheuer vieler, bisheriger Experimente findet man 
in der Literatur tiberraschenderweise fast gar keine Angaben 
iiber die Funktion der Milz in Kohlenhydratstoffwechselvorgangen. 
Nur einige Arbeiten in diesen Gebieten kann ich hier erwahnen. 
Ciofone und Gallerani halten die Milz fiir eine Driise mit innerer 
Sekretion; sie stellten die Gegenwart von amylolytischen, steatolytischen 
Enzymen fest. Auch die Milz von Hund, Katze, Meerschweinchen, Huhn, 
Fisch, Frosch und Ratte enthilt nach Hirata diastatisches Enzym. 
T. Tanaka hat festgestellt, daB das trockene Pulver der Schweinemilz 
Stiirke und Glykogen spaltende Diastase enthilt. Rusca studierte wah- 
rend der Hunger- und Verdauungsperiode die in der Milz vorhandenen 
Fermente und kam auf Grund seiner in vitro angestellten Untersuchungen 
zum SchluB, die Milz besitze keine Fermente mit peptischer, tryptischer 
* oder Labfunktion, sondern vielmehr eine Diastase, die auf die Starke ein- 
i wirkt. Nach der Bestimmung von Gaswechsel der Milz hat Vezar lésliche 
H Stiirke und Dextrose (Menge unklar) intravenés injiziert. Und nach ihm 
stieg der respiratorische Quotient des milzlosen Hundes sogleich, ein Zeichen, 
da8 diese Kohlenhydrate verbrannt wurden. Die Anderung der Respiration 
war dieselbe wie beim normalen Tier. So konnte er einen Einflu® der Milz- 
exstirpation auf die Verbrennung intravenés zugefiihrter Dextrose oder 
Amylum solubile nicht konstatieren. 

Angeregt von Herrn Prof. Biirgi habe ich mich zuerst mit 
der Glykogenbestimmung der Leber nach Milzexstirpation be- 
schaftigt. Und interessiert durch das erhaltene Resultat, habe 
ich mich weiter eingehend bemiht, die Funktion der Milz im 
Kohlenhydratstoffwechsel zu erforschen. Alle meine Experimente 
wurden unter der Leitung von Prof. Perelstein und Dr. Tra- 


ezewski ausgefihrt. 
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Die Methode der Glykogen- und Blutzuckerbestimmung. 






IL Die Methode der Glykogenbestimmung. 
Hierfiir wurde hauptsichlich die Pfligersche Glykogenbestimmungs- 
methode kombiniert mit der Zuckerbestimmungsmethode nach Bertrand 
angewendet. 20—50g Kaninchenleber, nach vorheriger Entfernung der 
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Gallenblase, wurden bei einmaligem Versuche verbraucht. Bei Fréschen 
wurde die ganze Leber, nach Entfernung der Gallenblase, mit 2—3 maliger 
Menge von 60 proz. Kalilauge gekocht und wegen ihres reichlichen Glykogen- 
gehaltes in einer 160—240fachen Menge von 96 proz. Alkohoi iiber 12 Stun- 
den lang stehen gelassen. Die neutralisierte, wisserige Glykogenlésung 
wurde genau nach Pfliiger invertiert und wieder neutralisiert. 20—50 ccm 
dieser Lésung wurden nach Bertrand behandelt, und der Zuckergehalt 
wurde mit einer auf Oxalsiure eingestellten Kaliumpermanganatliésung 
titriert. 

Die Bertrandsche Methode ist durch ihre scharfe Endreaktion aus- 
gezeichnet und sie iibertrifft besonders, wenn es sich um ganz geringe 
Zuckermengen handelt, die Polarisationsmethode nach Pfliiger oder die 
Titrationsmethode von Fehling- Soxhlet. Die gewonnenen Zuckerwerte 
iiber 0,1% (nach Bertrand) wurden meist durch Polarimetrie kontrolliert. 
Die Resultate waren iibereinstimmend. 


II. Die Methode von Blutzuckerbestimmung. 


Alle Blutzuckerbestimmungen wurden genau nach Bangscher Mikro- 
methode ausgefiihrt. 


Vorbereitungen. 

Als Versuchstiere habe ich Kaninchen und Frésche, einigemal wegen 
Kaninchenmangels Meerschweinchen gebraucht. Jedes Paar der Kaninchen 
bestand aus zwei Tieren (Versuchstier und Kontrolltier) von gleichem Wurf 
und von gleichem Geschlecht. 1—2 Wochen lang vor dem Experiment 


wurden beide Tiere im Kaninchenstall des Laboratoriums gehalten, mig- 
lichst gleichmaBig gefiittert, taiglich gewogen und ihr Gesundheitszustand 
genau beobachtet. Ihr Futter bestand aus Riibenschnitzel, Kleie und 
Leindlkuchen. 

Nach Milzexstirpation des einen Kaninchens wurden die beiden 
wiederum méglichst gleichmaBig gefiittert oder aber es wurde ihnen auch 
gleichzeitig jedes Futter vorenthalten (ausgenommen Wassertrinkung). Die 
Milzexstirpation wurde unter stréngster Asepsis und ohne Narkose aus- 
gefiihrt. Der Blutverlust war fast gleich Null. Die operierten Tiere fraBen 
am folgenden Tage schon ziemlich. gut, wenn nicht irgendeine Infektion 
stattfand, und lebten gewéhnlich ohne ersichtliche Stérung ihres Wohl- 
befindens weiter. 

Alle meinen Experimenten dienenden Winterfrische waren Ranae 
esculentae, die in der gleichen Gegend des Kantons Bern gefangen und schon 
seit einigen Monaten im Keller des Instituts ohne Fiitterung gehalten 
worden waren. Jedes Paar der Friésche bestand aus zwei Tieren (Versuchs- 
tier und Kontrolltier) von gleichem Geschlecht und mit ungefahr gleichem 
Koérpergewicht. Sowohl vor dem Experiment als auch nach der Operation 
des einen Frosches wurden beide Frésche in einem bestimmten Topf des 
geheizten Laboratoriums gehalten. Bei Fréschen ist die Milzexstirpation 
ganz leicht ausfiihrbar. Die Fiitterung der Frésche wurde manchmal vor- 
genommen, und zwar in ganz passiver Weise. Man gab ihnen tiaglich einmal 
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ganz wenig Rind- oder Froschfleisch mit Starke mittels geeigneter Pinzette 
tief in den Hals. 

Als Kontrolltiere habe ich meist normale, gleichbehandelte Tiere oder 
ab und zu Tiere mit halbresezierter Milz gebraucht. 

Das Téten von Kaninchen wurde immer durch Nackenschlag mit 
Hammer ausgefiihrt, und immer durch Sektion die einwandfreie Total- 
exstirpation der Milz gesichert. 











I. Glykogenbestimmung nach Milzexstirpation. 





A. Experimente an Kaninchen. 

Experiment 1. G Kaninchen A 1760g, gd Kaninchen B 1950 g. 

26. IX. Kérpergewicht A 1935 g, B 2010 g. 

27. IX. Ké6rpergewicht A 1850 g, B 1980 g. 

29. IX. Kérpergewicht A 1810g, B 1960 g. 

Kaninchen B gegen 11 a. m. Milzexstirpation, nach Operation beiden 
jede Nahrung vorenthalten. 

30. IX. Kérpergewicht A 160g, B 1820 g. 

1. X. Kérpergewicht A 1575 g, B 1750 g. 

2. X. Kérpergewicht A 1480 g, B 1730 g. 

Gegen 95 30’ a. m. beide Kaninchen getitet. 

Lebergewicht von Kaninchen A = 28,0 g, Glykogengehalt = 0,0753%. 

Lebergewicht von Kaninchen B = 42,3 g, Glykogengehalt = 0,1291%. 

Von den entsprechenden Glutealmuskeln der beiden Kaninchen je 
20,0 g Muskel genommen und ihr Glykogengehalt bestimmt. 

Muskelglykogengehalt von Kaninchen A = 0,0815%. 

Muskelglykogengehalt von Kaninchen B= 0,12 %. 


Experiment 2 ¢G Kaninchen A 1900g, Gd Kaninchen B 1850 g. 
1, X. Kaninchen B Kérpergewicht 1750 g, Milzexstirpation; nach 
Operation beide Tiere gleichmabig gefiittert, Appetit ziemlich gut. 
7. X. Kérpergewicht A 1850 g, B 1600 g. 
14. X. Kérpergewicht A 1800, B 1670 g. 
15. X. Morgens beide Tiere getutet. 
Lebergewicht von Kaninchen A = 34,0 g, Glykogengehalt = 0,6644%. 
Lebergewicht von Kaninchen B = 25,5 g, Glykogengehalt = 0,2534%. 
Muskelglykogengehalt von Kaninchen A = 0,4675%. 
Muskelglykogengehalt von Kaninchen B = 0,1185%. 


Experiment 3. Q Kaninchen A 1850g, Q Kaninchen B 1950 g. 

11. XI. Kérpergewicht A 1877 g, B 2000 g. 

Morgens Kaninchen A Milzexstirpation, Kaninchen B partielle Milz- 
resektion; seit Operation beide gleichmaBig gefiittert. 

12. XI. Kérpergewicht A 1650 g, B 1810 g. 

13. XI. Kérpergewicht A 1550 g, B 1820 g. 

14. XI. Kérpergewicht A 1500g, B 1810 g. 

15. XI. Kérpergewicht A 1520g, B 1830 g. 
. XI. Kérpergewicht A 1700g, B 1810. 
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18. XI. Kérpergewicht A 1735 g, B 1930 g. 
19. XI. Kérpergewicht A 1695 g, B 1880 g. 
20. XI. Kérpergewicht A 1740 g, B 1850 g. 
21. XI. Kérpergewicht A 1750g, B 1865 g. 
22. XI. Kérpergewicht A 1730g, B 1880 g. 
24. XI. Kérpergewicht A 1745 g, B 1805 g. 
25. XI. Kérpergewicht A 1830 g, B 1890 g. 
26. XI. Kérpergewicht A 1860 g, B 1920. 
Beide Kaninchen getétet; bei Sektion fand sich die ziemlich ver- 
gréBerte Nebenmilz bei Kaninchen A. 
Lebergewicht von Kaninchen A = 55,2 g, Glykogengehalt = 1,25%. 
Lebergewicht von Kaninchen B = 53,2 g, Glykogengehalt = 1,45%. 


Experiment 4. g Kaninchen A 1620g, @ Kaninchen B 1595 g. 


18. XI. Kérpergewicht A 1665 g, B 1675 g. 

19. XI. Kérpergewicht A 1635g, B 1650 g. 

21. XI. Kérpergewicht A 1755 g, B 1720 g. 

Nachmittags Kaninchen A Milzexstirpation, Kaninchen B partielle 
Milzresektion. Nach Operation beide Kaninchen zuerst gleichmaBig ge- 
fiittert. 

22. XI. Kérpergewicht A 1605 g, B 1560 g. 

24. XI. Kérpergewicht A 1560g, B 1520 g. 

25. XI. Kérpergewicht A 1505 g, B 1605 g. 

26. XI. Kérpergewicht A 1530g, B 1640 g. 

27. XI. Kérpergewicht A 1510g, B 1725 g. 

28. XI. Kérpergewicht A 1520g, B 1735 g. 

29. XI. Von Morgen an beiden Kaninchen Futter entzogen. 

1. XII. Ké6rpergewicht A 1250g, B 1490 g. 

2. XII. Kérpergewicht A 1140g, B 1440g. 

Der Zustand von Kaninchen B mit halber Milz ziemlich schlecht. Das 
Kaninchen A ohne Milz vertrigt das Hungern besser als das vorige. Beide 
getotet. 

Lebergewicht von Kaninchen A = 23,7 g, Glykogengehalt = 0,116%. 

Lebergewicht von Kaninchen B = 32,6 g, Glykogengehalt = 0,045%. 


Experiment 5. Q Kaninchen A 1800g, ¢ Kaninchen B 1820 g. 


15. XI. Kérpergewicht A 1800 g, B 1850 g. 

29. XI. Ké6rpergewicht A “1860 g, B 1850 g. 

Vormittags Kaninchen A Milzexstirpation, Kaninchen B partielle Milz- 
resektion. Nach Operation beiden kein Futter gegeben. 

30. XI. Kérpergewicht A 1750 g, B 1700g. 

2. XII. Kérpergewicht A 1500g, B 1450g. 

4, XII. Kérpergewicht A 1320g, B 1300 g. 

Der Zustand von Kaninchen B auch schlechter als der von Kaninchen A 
Beide getétet. 

Lebergewicht von Kaninchen A = 20,5 g, Glykogengehalt = 0,13%. 

Lebergewichs von Kaninchen B = 18,5 g, Glykogengehalt = 0,0231%. 
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’ B. Experimente an Fréschen. 


Experiment 6. ¢ Frosch A 55,5g, ¢ Frosch B 71,5g. 

14. X. Morgens Frosch A Milzexstirpation. Nach Operation erhalten 
beide Frésche kein Futter gleichwie vor der Operation. 

22. X. Beide getétet. 

Lebergewicht von Frosch = A 3,8g, Glykogengehalt = 12,54%. 

Lebergewicht von Frosch = B 4,3g, Glykogengehalt = 9,32%. 
Experiment 7. © Frosch A 52,5g, Q Frosch B 53,5 g. 

22. X. Frosch B Milzexstirpation, nach Operation beide nicht ge- 
fiittert. 

27. X. Beide getétet. 

Lebergewicht von Frosch A = 2,7 g, Glykogengehalt = 10,03%. 

Lebergewicht von Frosch B= 2,8g, Glykogengehalt = 12,8%. 


Experiment 8. Q Frosch A 57g, Q Frosch B 52,5 g. 

22. X. Frosch B Milzexstirpation, seither beide nicht gefiittert. 

1, XI. Beide getétet. 

Lebergewicht von Frosch A= 1,8g, Glykogengehalt = 4,64%. 

Lebergewicht von Frosch B = 3,95 g, Glykogengehalt = 11,4%. 
Experiment 9. ¢ Frosch A 37,7 g, gd Frosch B 41,0. 

3. XI. Frosch B Milzexstirpation. 

6. XI. Beide Frésche von jetzt an mit Rindfleisch und Starke ge- 
fiittert. 

10. XI. Beide getétet. 

Lebergewicht von Frosch A = 2,0 g, Glykogengehalt = 15,82%. 

Lebergewicht von Frosch B = 1,7 g, Glykogengehalt = 12,1%. 
Experiment 10. ¢ Frosch A 35,5g, gG Frosch B 40,0 g. 

8. XI. Frosch B Milzexstirpation und beide von jetzt an gefiittert. 

13. XI. Beide getétet. 

Lebergewicht von Frosch A = 2,0 g, Glykogengehalt = 17,49%. 

Lebergewicht von Frosch B = 3,5 g, Glykogengehalt = 11,24%. 
Experiment 11. ¢ Frosch A 44,5g, co Frosch B 41,3 g. 

10. XI. Frosch A partielle Milzresektion, Frosch B Milzexstirpation. 
Nach Operation beide gleichmaBig gefiitgert. 

17. XI. Beide getétet. 

Lebergewicht von Frosch A = 2,7 g, Glykogengehalt = 18,4%. 

Lebergewicht von Frosch B = 2,5 g, Glykogengehalt = 13,5%. 
Experiment 12. Q Frosch A 21,6g, Q Frosch B 19,3 g. 

17. XI. Frosch A partielle Milzresektion, Frosch B Milzexstirpation. 
Seither beide nicht gefiittert. 

27. XI. Beide getétet. 

Lebergewicht von Frosch A = 1,32 g, Glykogengehalt = 17,8%. 

Lebergewicht von Frosch B = 1,3 g, ome = 19,8%. 
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Der Glykogengehalt eines milzlosen Kaninchens und Frosches 
ist héher als der des gleichbehandelten Kontrolltieres, wenn bei- 
den Tieren nach Operation des einen Tieres (resp. beider Tiere) 
gleichzeitig jede Fiutterung versagt bleibt. Aber die Resultate 
sind anders, wenn man die beiden nach der Operation gleichmaBig 
fiittert. Im letzten Fall sind die Glykogengehalte der milzlosen 
Tiere mehr oder weniger héher als die der Kontrolltiere. 

Aus obigen Experimenten ist ersichtlich, daB die Milz eine 
gewisse. Rolle in dem Kohlenhydratstoffwechsel spielt. 


II. Leberglykogen- und Milzextraktinjektion. 


Ich méchte hier des weiteren feststellen, welchen EinfluB 
Milzextrakt auf Leberglykogen hat, wenn er dem Tierkérper 
einverleibt wird. Schon ein Spanier hat in unserem Laboratorium 
danach geforscht und die ziemlich deutliche Abnahme von Leber- 
glykogen nach Milzextraktinjektion gefunden. Aber die Arbeit 
ist bis jetzt leider nicht publiziert worden. 

Meine Milzextrakte wurden, wie die anderen Organextrakte, 
die ich in anderen Experimenten gebraucht habe, auf folgende 
Weise hergestellt. 

Das bestimmte Quantum des Milzorgans (in diesem Fall Kalbmilz) 
wurde mit Quarzsand im Mérser zerrieben, dann die gleichschwere, physio- 
logische Kochsalzlésung hinzugesetzt, dies Gemisch 24 Stunden lang stehen 
gelassen, abkoliert, mit Ather iiberschichtet, wieder stehen gelassen und 
abfiltriert, bis die Lésung ganz klar war. Durch dieses Verfahren wurde 
fast das ganze darin enthaltene EiweiB und ein Teil des Fettes entfernt; 
der gewonnene Extrakt unter der Atherschicht ist ziemlich lange haltbar. 
1 com von diesem Extrakt entspricht ungefihr 1 g vom betreffenden Organ. 


Experiment 1. G Meerschweinchen A 370g, 3 Meerschweinchen B 355 g 
(aus gleichem Wurtf). 
4. XII. Meerschweinchen A 3% p. m. 1,5 ccm Kalbmilzextrakt intra- 
venés injiziert. Die Fiitterung gleichmaSig und gewéhnlich. 
5. XII. Kérpergewicht A 342g, B 337 g. 
Meerschweinchen A 3" p. m. 3ccm Kalbmilzextrakt intraperitoneal 
injiziert. 
6. XII. Kérpergewicht A 325g, B 320g. 
Beide getétet. 
Lebergewicht von Meerschw. A = 11,6 g, Glykogengehalt = 0,035°,. 
Lebergewicht von Meerschw. B = 11,0 g, Glykogengehalt = 0,114%. 
Experiment 2. 2. XII. Q Meerschweinchen A 590 g, Q Meerschweinchen B 
463 g (aus gleichem Wurf). 
10. XII. K6rpergewicht A 543g, B 463 g. 
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12. XII. Meerschweinchen A (545 g) gegen 6 p. m. 4.ccm Kalbmilz- 
extrakt subcutan injiziert. Fiitterung wie gewdéhnlich. 

13. XII. Beide getétet. 

Lebergewicht von Meerschw. A = 21,2 g, Glykogengehalt = 0,069%. 

Lebergewicht von Meerschw. B = 20,0 g, Glykogengehalt = 0,114%. 


Experiment 3. gG Kaninchen A 1600g, gd Kaninchen B 1570 g. 
16. XII. Kaninchen A 10" a. m. 10 ccm Kalbmilzextrakt subcutan 
injiziert. Nach Injektion beiden Kaninchen Futter vorenthalten. 
17. XII. Beide getétet. 
Lebergewicht von Kaninchen A = 35,5 g, Glykogengehalt = 0,123%. 
Lebergewicht von Kaninchen B = 32,5 g, Glykogengehalt = 0,42%. 


Experiment 4. Q Frosch A 31,5g, Q Frosch B 30,0 g. 
18. XII. Frosch A Kalbmilzextrakt 2 ccm subcutan injiziert. Nach 
Injektion den beiden kein Futter gegeben. 
20. XII. Beide getétet. 
Lebergewicht von Frosch A = 1,5 g, Glykogengehalt = 15,7%. 
Lebergewicht von Frosch B = 1,3 g, Glykogengehalt = 14,6%. 


Experiment 5. o Frosch A 55,5 g, d Frosch B 49,0 g. 
19. XII. Frosch A Kalbmilzextrakt 4 ccm subcutan injiziert. Nach 
Injektion gleichmaBig gefiittert. 
20. XII. Beide getitet. 
Lebergewicht von Frosch A = 3,8 g, Glykogengehalt = 16,9%. 
Lebergewicht von Frosch B = 3,5 g, Glykogengehalt = 16,3%. 


Der injizierte Kalbmilzextrakt wirkt bei Meerschweinchen und Kanin- 
chen, nicht aber bei Fréschen, glykogenabbauend. 


Ill. Milzexstirpation und Blutzuckerbestimmung. 


Vorausgesetzt, daB die Milz irgendeine Wirkung auf Leber- 
glykogen hat, dann ist zu vermuten, daB die Milzexstirpation 
méglicherweise auf Blutzuckergehalt irgendeine Verainderung 
ausiibe. Meine Versuche erstrecken sich auch nach dieser Rich- 
tung. Der Bequemlichkeit wegen habe ich als Versuchstiere haupt- 
sichlich Kaninchen gebraucht. Die einzelnen Blutzuckerwerte 
sind die Durchschnittszahlen der dreimaligen Versuche genau 
nach Bang. Die Kaninchen wurden nach Milzexstirpation gleich 
gefiittert wie vorher. 


Experiment 1. Kaninchen A 1820 g, Blutzuckergehalt vor Operation 
= 0,105%. 
22. XII. Milzexstirpation. 
23. XII. Kérpergewicht 1790 g, Blutzucker = 0,105%. 
24. XII. Kérpergewicht 1700 g, Blutzucker = 0,1 %. 
26. XII. Kérpergewicht 1720 g, Blutzucker = 0,097%. 
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30. XII. Kérpergewicht 1750 g, Blutzucker = 0,071%. 
& 1 Kérpergewicht 1770 g, Blutzucker = 0,077%. 
a Kérpergewicht 1670 g, Blutzucker = 0,095%. 

Experiment 2. Kaninchen B 1500 g, Blutzucker vor Operation = 0,095%, 

23. I. Milzexstirpation. 

24. I. Kérpergewicht 1490 g, Blutzucker = 0,065%. 

26. I. Kérpergewicht 1360 g, Blutzucker = 0,07 %. 

27. I. Kérpergewicht 1360 g, Blutzucker = 0,064%. 

28. I. Korpergewicht 1330 g, Blutzucker = 0,067%. 

29. I. Kérpergewicht 1400 g, Blutzucker = 0,078%. 

30. I. Kérpergewicht 1450 g, Blutzucker = 0,074%. 

31. I. Kérpergewicht 1450 g, Blutzucker = 0,098%. 

2. Il. Kérpergewicht 1470g, Blutzucker = 0,083%. 


Die Verainderungen des Zuckergehaltes des Kaninchenblutes 
nach Milzexstirpation sind nicht auffallend oder ganz gering- 
fiigig, und zwar ist der Blutzuckergehalt des milzlosen Kaninchens 
etwas kleiner als der des normalen Kaninchens. Aber die Schwan- 
kungen gehen nicht weit tiber die beim normalen Tiere gefundenen 
Grenzen. . 


IV. Hyperglykimie und Milzextraktinjektion. 


Wenn man durch Milzextraktinjektion eine gewisse Glykogen- 
abnahme der Leber erreichen kann, und wenn man dadurch im- 
stande ist, die Mobilisation von Zucker zu beférdern, so ist auch 
zu vermuten, da8 man durch Milzextraktinjektion eine Ver- 
anderung im Blutzuckergehalt hervorrufen kann. 

Als Versuchstiere haben mir Kaninchen gedient. Die Kaninchen 


wurden wihrend der Experimente gewdhnlich gefiittert, wihrend der 
6 Stunden dauernden Blutzuckeruntersuchungen jedoch nicht. 


Experiment 1. Kaninchen A 1670 g, Blutzuckergehalt = 0,062%. 


12, XII. 10. a. m. Milzextrakt 3ccm subcutan injiziert. 
Blutzuckergehalt nach 1» = 0,074% 
s » - 2% = 0,006%, 
Ri » 43/.0 = 0,096% 
* ne 6 = 0,067% 
Tagesharn in 24 St. nach Injektion Zucker —. 


Experiment 2. Kaninchen B, 1710 g, Blutzuckergehalt = 0,091%. 


22. I. 10230’ a. m. Milzextrakt 5 ccm subcutan injiziert. 
Blutzuckergehalt nach 14/,% = 0,137% 
a 1b=—0,15 % 
» 1/8 = 0,12 % 
5 2h = 0,098% 
» 24/2 = 0,075% 
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Blutzuckergehalt nach 3h = 0,043% 
a oo 34/2 = 0,035% 

Tagesharn in 24 St. nach Injektion Zucker —. 
Experiment 3. Kaninchen C, 1830g, Blutzuckergehalt = 0,08%. 

15. XII. 102 a. m. Milzextrakt 5 ccm subcutan injiziert. 

Blutzuckergehalt nach 1 = 0,172% 
3 Be 2h = 0,142% 
* > 44/0 = 0,126% 
” ” 65 = 0,08 % 

Tagesharn in 24 St. nach Injektion Zucker —. 

Nach subcutaner Milzextraktinjektion von 5 ccm tritt sicher leichte 
Hyperglykimie, manchmal als Reaktion mit Hypoglykiamie begleitet, auf, 
aber keine Glucosurie. 

Als Kontrollprobe habe ich physiologische Kochsalzlésung und Leber- 
extrakt dem Tierleib subcutan injiziert und die etwaige Verainderung des 
Blutzuckergehaltes gepriift. 


Experiment 4. Kaninchen B 1630 g, Blutzuckergehalt = 0,062° . 


27. I. 102 a. m. physiologische NaCl 10 ccm subcutan injiziert. 
Blutzuckergehalt nach +/," = 0,068% 


es P= 1h = 0,072% 
te » . 11/8 = 0,061% 
a be 2h = 0,06 % 
® » 21/2 = 0,07 % 
“ » S= 0,07 % 
» » 31/h = 0,06 % 


” ” 4h — 0,04 % 


Experiment 5. Kaninchen B 1700g, Blutzuckergehalt = 0,079%. 
23. I, 102 a. m. Kalbleberextrakt 5 ccm subcutan injiziert. 
Blutzuckergehalt nach 1/,» = 0,077%;: 


°° ” jh aaa 0,094% 
a » 1b = 0,072% 
” ” 2h _ 0,078% 


i » 24/2 = 0,081% 
pe és 3h = "0,046% 
” ” 31/,h sat 0,044% 
Experiment 6. Kaninchen B, 1700-g, Blutzuckergehalt = 0,063%. 
26. I. 102 a. m. Milzextrakt 5 ccm + Leberextrakt 5 ccm subcutan 


injiziert. 
Blutzuckergehalt nach 14/,» = 0,08 % 
” ” jh = 0,08 % 
” » L/. = 0,064% 
» on 2h = 0,075% 
os 9, 23/,> = 0,054% 
Sos Pa 32 = 0,037% 


” ” 31/,b = 0,05 %. 





Milz und Kohlenhydratstoffwechsel. 11 


Bei obigen Kontrollversuchen kommt keine Hyperglykimie, | 
wohl aber ziemlich deutliche Hypoglykimie vor. Besonders in- 
teressant ist es, daB der Leberextrakt, wenn er kombiniert mit 
Milzextrakt subcutan injiziert wird, die hyperglykiimische Wir- 
kung des Milzextraktes hemmt. 


V. Adrenalinhyperglykiimie bzw. Adrenalinglucosurie und 
Milzexstirpation. 


Die Wirkung von Milzextrakt hierauf. 


Zuerst habe ich den normalen Verlauf von Adrenalinhyper- 
glykamie betrachtet und nachher habe ich Adrenalin, kombiniert 
mit einer gewissen Menge Milzextrakt, subcutan injiziert. Dann 
habe ich weiter die Adrenalinhyperglykimie bei milzlosen und 
milzhaltigen Tieren untersucht. Da die Intensitat der Glucosurie 
nach Adrenalininjektion unter verschiedenen Bedingungen sehr 
verschieden ist, so habe ich nur die Intensitét der Hyperglykimie 
genau untersucht, indem die Zuckerprozentsitze des Tagesharns 
angegeben wurden. 


Es wurden die Adrenalinpriparate von Hiéchst a. M. angewendet. 
Wiahrend der fortdauernden Blutzuckeruntersuchungen wurde den Kanin- 
chen kein Futter gegeben. 


Experiment 1. Kaninchen A 1700 g, Blutzuckergehalt = 0,11%. 
10. XII. 2230’ p. m. 0,1% Adrenalin 1 com subcutan injiziert. 
Blutzuckergehalt nach 12 = 0,265% 
a » t= O2 % 
“ 5h = 0,14 % 
24 St. ieniiea we = 100 ccm; Zucker: Fehling +++, Bertrand 1%. 
17. XII. Kérpergewicht 1675 g, Blutzucker = 0,113%. 
104 20’ a. m. 5ccm Milzextrakt subcutan injiziert. 
10" 50’ a. m. 1 ccm Adrenalin subcutan injiziert. 
Blutzuckergehalt nach 1" = 0,248% 
pa » = 0,23 % 
»  S®=0,192% 
24 St. Tigodinis «> 80 ccm; Zucker: Fehling ++, Bertrand 0,07%. 


Experiment 2. Kaninchen B 1800 g, Blutzuckergehalt = 0,086%. 
ll. XII. 10245’ a. m. 0,1% Adrenalin 1 ccm subcutan injiziert. 
Blutzuckergehalt nach 15 = 0,21 % 
” ” 4h — 0, 27 % 
» 62 =0,118% 
24 St. Wegudern <0 = 70 ccm; Zucker: Fehling +++, Bertrand 3,5% 
18. XII. Kérpergewicht 1835 g, Blutzucker = 0,11%. 
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10" 25’ a. m. 5cem Milzextrakt subcutan injiziert. 
105 55’ a. m. 1 cem Adrenalin subcutan injiziert. 
Blutzuckergehalt nach 15 = 0,342% 

3h = 0,378% 


” ” 


” ” 5h = 0,293% 
24 St. Tagesharn = 95 ccm; Zucker: Fehling +++, Bertrand 0,51%. 


Experiment 3. Kaninchen C 1835 g. 
22. XII. 35 p. m. Milzexstirpation. 
23. XII. Kérpergewicht 1790 g. 
24. XII. Kérpergewicht 1700 g. 
30. XII. Kérpergewicht 1720 g; Blutzuckergehalt = 0,097%. 
9545’ a.m. 0,1% Adrenalin 1,0 ccm subcutan injiziert. 
Blutzuckergehalt nach 1" = 0,208% 
” ” 2h = 0,299% 
4h — 0,205% 
Ss oo |. GB = 0,115% 
24 St. Tagesharn = 120 ccm; Zucker: Fehling +++, Bertrand 1,6%. 
Experiment 4. Milzloses Kaninchen C 1770 g, Blutzuckergehalt = 0,077%. 
6. I. 5ccm Milzextrakt, kombiniert mit 1,0 ccm Adrenalin subcutan 
injiziert. 


” ” 


Blutzuckergehalt nach 12=0,2 % 
2h — 0,253%, 
4h = 0,316% 
52 = 0,273% 
6h = 0,234% 
7h = 0,142% 

24 St. Tagesharn = 120 ccm; Zucker: Fehling +++, Bertrand 3,19%. 

Die Adrenalinhyperglykimie und die Adrenalinglucosurie 
treten auch bei milzlosen Tieren fast in gleicher Weise auf, wie 
bei normalen Tieren, nicht wie nach Exstirpation von Schilddriise, 
Nebenschilddriisen, oder Pankreas, wo man einen ziemlich deut- 
lichen Einflu8 der Operation auf Blutzucker und Harnzucker 
nach Adrenalininjektion beobachten kann. 

Obgleich die Milzextrakte auch in diesen Experimenten eine 
gewisse hyperglykimische Wirkung besitzen, spielt doch die 
Milz keine groBe Rolle in Adrenalinhyperglykimie und Adrenalin- 
glucosurie. 


VI. Parenterale Traubenzuckerzufuhr bei milzlosen Tieren und 
Blutzucker. 

Da die Milz, wie aus den bisherigen Experimenten ersichtlich 

ist, eine bestimmte Wirkung auf Zuckermobilisation hat, ist von 

Interesse, zu untersuchen, wie die Resorption von Traubenzucker- 





Miiz und Kohlenhydratstoffwechsel. ‘13 


lésung bei milzlosen Tieren stattfindet, wenn sie subcutan und 
intravenés dem Tierkérper injiziert wird, d.h. wenn sie ohne 
Mitwirkung der Leber direkt in den groBen Kreislauf itibergeht. 


Experiment 1. Normales Kaninchen B 1710 g, Blutzuckergehalt = 0,12%%. 
29. XII. 2% p. m. 15 proz. Traubenzuckerlésung 20 cem subcutan in- 
jiziert. 

Blutzuckergehalt nach 5’ = 0,157% 

15’ = 0,164% 

30’ = 0,244% 

1 = 0,178% 

1*/, = 0,088% 

25 = 0,03 % 


Experiment 2. Milzloses Kaninchen A 1750 g, Blutzuckergehalt = 0,071%. 
30. XII. 2" p. m. 15proz. Traubenzuckerlésung 20 ccm subcutan in- 
jiziert. 
Blutzuckergehalt nach 5’ = 0,097% 
15’ = 0,125% 
30° =0,2 % 
1h = 0,184%, 
11/,” = 0,134% 
2h — 0,137% 
21/2 = 0,1% 


” 


%”” 


Experiment 3. Milzloses Kaninchen A 1670 g, normales Kaninchen B 1795 g. 
10. I. Blutzuckergehalt Kaninchen A = 0,095%, Kaninchen B = 0,086%. 
105 15’ a. m. 15 proz. Traubenzuckerlésung je 20 ccm intravendés in- 
jiziert. 
en Gis Kaninchen A (ohne Milz) Kaninchen B (normal) 
15’ kl & 0,92 % 
30’ 1,017% 0,906% 
jh 1,016% 0,753% 
1,» 1,014% 0,490% 
4b 0,254% 0,127% 
5h 0,216% 0,115% 
6h 0,198% 0,109% 
7h 0,159% 0,092% 
Wahrend der Nacht ist das milzlose Kaninchen A gestorben. 
Sektion: ohne Besonderheiten. 


Experiment 4. Normales Kaninchen C, 1540 g, Blutzuckerlésung = 0,07%. 
3. II. 10% a.m. 15 proz. Traubenzuckerlésung 20 cmm intravends in- 
jiziert. 
Blutzuckergehalt nach 15’ = 0,194% 
30’ = 0,138% 


” ” 
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Blutzuckergehalt nach 15 = 0,114% 
14/4,=0,1 % 
25 = 0,135% 
21/8 = 0,119% 
35 = 0,095% 
31/,2 = 0,038% 
4» = 0,031% 
4. II. Kérpergewicht 1520 g, Blutzucker = 0,061%. 
5. II. Kérpergewicht 1560 g, Blutzucker = 0,093%. 
6. II. Kérpergewicht 1550 g, Blutzucker = 0,095%. 
7. Il. Milzexstirpation. 
17. II. Kérpergewicht 1500 g, Blutzuckergehalt = 0,09%. 
25 p. m. 15proz. Traubenzuckerlésung 20 ccm intravenés injiziert. 
Blutzuckergehalt nach 15’ = 0,362% 
» 30° =0,362% 
1h = 0,28 % 
11/,» = 0,217% 
2h = 0,247% 
21/2" = 0,16 % 
3h = 0,133% 
31/2 = 0,0825% 
ms 4b = 0,065 %. 


Bei subcutaner Traubenzuckerinjektion, wo die Resorption 
der injizierten Zuckerlésung sehr langsam stattfindet, kommen 


keine deutlichen Unterschiede des Blutzuckergehaltes bei milz- 
losen und normalen Tieren vor. Doch ist die Dauer der leichten 
Hyperglykimie bei milzlosen Tieren linger als bei normalen 
Tieren. 

Bei intravenéser Injektion von konzentrierter Traubenzucker- 
lésung kommt dagegen ein ziemlich deutlicher Unterschied zwi- 
schen beiden Blutzuckergehalten vor. Der Blutzuckergehalt des 
milzlosen Tieres nach der Injektion ist sichtlich gréBer und die 
Dauer dieser deutlichen Hyperglykamie sichtlich langer im Ver- 
gleich mit den Kontrolltieren. 

Man kann héchstwahrscheinlich hieraus schlieBen, daB der 
ZuckerverbrennungsprozeB des milzlosen Kaninchens weniger 
lebhaft ist, als der des normalen Kaninchens. 

Als einen Beweis dessen kann man es auch betrachten, daB 
ein milzloses Kaninchen 1,8 g Traubenzucker pro Kilo nicht 
vertragen konnte, wahrend Kaninchen gewohnlich intravenés 
eine bedeutend héhere Dosis Traubenzucker ohne pathologische 


Erscheinungen vertragen. 
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VIL. Glykogenbestimmung nach akuter Adrenalin- oder Strychnin - 
vergiftung bei milzlosen und normalen Tieren. 


Wie wir schon von vielen Experimenten der friiheren Autoren 
wissen, kann man durch akute Adrenalin- oder Strychninvergiftung 
einen ziemlich deutlichen Glykogenschwund in der betreffenden 
Tierleber hervorrufen. Zu diesen meinen Versuchen kam ich 
durch die Frage, ob man Unterschiede der Leberklykogengehalte 
zwischen milzlosen und normalen Tieren nach dieser Manipulation 
mdglicherweise finden kénne. 


Experiment 1. o@ Frosch A 50,5g (vor einer Woche Milz exstirpiert), 
@ Frosch B 45,5 g. 
9. I. 0,1% Adrenalin je 0,5 ccm injiziert, nach einigen Minuten Tod. 
Lebergewicht von Frosch A = 2,1 g, Glykogengehalt = 12,276%. 
Lebergewicht von Frosch B = 2,0g, Glykogengehalt = 6,72 %. 


Experiment 2. o Frosch A 52,7g (vor einer Woche Milz exstirpiert), 
3 Frosch B 42,9 g. 
13. I. Frosch A 0,1% Adrenalin 1 ccm, Frosch B 0,5 ccm subcutan 
injiziert. Frosch A nach 30 Minuten, Frosch B nach 20 Minuten tot. 
Lebergewicht von Frosch A = 1,02 g, Glykogengehalt = 14,276%. 
Lebergewicht von Frosch B = 0,88 g, Glykogengehalt = 10,326%. 


Experiment 3. o Frosch A 35 g (vor 5 Tagen Milz exstirpiert), gj Frosch B 
34 g. 
19. I. 0,1% Strychnin je 1 ccm subcutan injiziert, nach einigen Minuten 
Tod unter heftigen Krimpfen. 

Lebergewicht von Frosch A = 0,8 g, Glykogengehalt = 10,68%. 
Lebergewicht von Frosch B = 0,54 g, Glykogengehalt = 5,1 %. 
Experiment 4. Q Frosch A 30 g (vor einer Woche Milz exstirpiert), Q Frosch 

B 42g. 
20. I. 0,1% Strychnin je 1 ccm subcutan injiziert, nach 5 Minuten Tod. 
Lebergewicht von Frosch A = 0,9 g, Glykogengehalt = 14,00%. 
Lebergewicht von Frosch B = 1,02 g, Glykogengehalt = 4,37%. 


Experiment 5. co Kaninchen A 1700 g (vor 13 Tagen Milz exstirpiert), 
@ Kaninchen B 1850 g. 
23. I. Von Morgen an kein Futter gegeben. 
25. I. 0,1% Adrenalin je 10 ccm intravenés, nach 30—40 Minuten Tod. 
Lebergewicht von Kaninchen A = 32,5 g, Glykogengehalt = 0,112%. 
Lebergewicht von Kaninchen B = 30,5 g, Glykogengehalt = 0,035%. 
Experiment 6. od Kaninchen’A 1850 g (vor 12 Tagen Milz exstirpiert), 
3 Kaninchen B 1600 g (vor 12 Tagen Milz halb reseziert). 
Seit Operation beide Tiere gleichmaBig gefiittert. 
1. II. 0,1% Adrenalin je 10 ccm intravenés injiziert, nach 20—30 Mi- 
nuten Tod. 
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Lebergewicht von Kaninchen A = 34,2 g, Glykogengehalt = 0,6325%. 
Lebergewicht von Kaninchen B = 26,2 g, Glykogengehalt = 0,05 %. 
Experiment 7. dG Kaninchen A 1800 g (vor 16 Tagen Milz exstirpiert), 
3 Kaninchen B 1820 g (vor 16 Tagen Milz halb reseziert). 


Seit Operation beide gleichmafig gefiittert. 
28. I. Vom Morgen an beiden kein Futter gegeben. 
1. II. 0,1% Strychnin je 10 ccm subcutan injiziert, nach 50—60 Mi- 


nuten Tod. 

Lebergewicht von Kaninchen A = 20,5 g, Glykogengehalt = 0,12 %. 

Lebergewicht von Kaninchen B = 18,1 g, Glykogengehalt = 0,0231%. 

Der Leberglykogenschwund der milzlosen Tiere nach akuter 
Adrenalin- oder Strychninvergiftung ist kleiner, als der der 
Kontrolltiere. Diese Resultate stimmen mit denen der 1. Ver- 
suche, durch die bei milzlosen Tieren nach absolutem Hungern 
ein gréBerer Glykogengehalt als bei den gleichbehandelten Kon- 
trolltieren festgestellt wurde, iiberein. 


VIII. Fiitterung mit Milz und Blutzucker. 


Endlich habe ich den Fiitterungsversuch mit Milz an einem 
Kaninchen 2 Wochen lang ausgefihrt. 


Ungefahr 1 kg frischer Pferdemilz wurde mit der Fleischhackmaschine 
fein zerhackt, in dem 100°-C-Trockenschrank 36 Stunden lang eingelegt, 


bis es ganz getrocknet war, dann im Mérser fein gepulvert. In dieser Weise 
bekam ich aus | kg frischer Milz ca. 150 g trockenes Milzpraparat. Dieses 
Milzpraiparat, in gewdhnliches Futter gemischt, wurde dem Kaninchen 
2 Wochen lang ohne Pause gegeben (tiigliche Dosis ca. 10g). Die Blut- 
zuckerbestimmungen fanden jeden Morgen niichtern statt. 


Experiment 1. Kaninchen 1950 g. 
Blutzuckergehalt vor Milzfiitterung = 0,09%. 
14. I. Seit diesem Abend tiglich 10 g trockenes Milzpraparat gegeben. 
15. I. Ké6rpergewicht 1940 g, Blutzucker = 0,0921%. 
16. Kérpergewicht 1900 g, Blutzucker = 0,104%. 
17. Kérpergewicht 1940 g, Blutzucker = 0,0837%. 
19. I. Kérpergewicht 1950 g, Blutzucker = 0,103%. 
20. Kérpergewocht 2045 g, Blutzucker = 0,096%. 
21. Kérpergewicht 2070 g, Blutzucker = 0,093%. 
22. Kérpergewicht 2120 g, Blutzucker = 0,086%. 
23. Kérpergewicht 2070 g, Blutzucker = 0,07%. 
24. Kérpergewicht 2030 g, Blutzucker = 0,085%. 
26. Kérpergewicht 2130 g, Blutzucker = 0,121%. 
27. Kérpergewicht 2180 g, Blutzucker = 0,072%. 
28. Kérpergewicht 2130 g, Blutzucker = 0,07%. 
29. Kérpergewicht 2210 g, Blutzucker = 0,088%. 


Pe ee ee 
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30. I. Kérpergewicht 2210 g, Blutzucker = 0,079%. 
31. I. Milzfiitterung aufgehoben. 
Kérpergewicht 2150 g, Blutzucker = 0,071%. 
Kérpergewicht 2165 g, Blutzucker = 0,081%. 


Durch Milzfiitterung kommt keine Verminderung oder Ver- 
mehrung des Blutzuckergehaltes wenigstens nach 2 Wochen 
langer Fiitterungsdauer vor. Auch der Tagesharn wurde jeden 
Tag auf Zucker ohne positives Resultat untersucht. 


SchluB. 

Die Ergebnisse meiner Arbeit lassen sich wie folgt zusammen- 
fassen : 

1, Die milzlosen, nach Operation hungernden Tiere ent- 
halten mehr Glykogen als die gleich behandelten Kontrolltiere. 
Die milzlosen Tiere speichern neues Glykogen von nach der Ope- 
ration noch hinzukommender Nahrung schlechter auf im Ver- 
gleich mit den Kontrolltieren. 

2. Der Milzextrakt wirkt auf Leberglykogen abbauend. 

3. Die Blutzuckerbestimmungen vor und nach der Milz- 
exstirpation sind im groBen und ganzen fast gleich. 

4. Nach subcutaner Milzextraktinjektion kommt leichte 
Hyperglykamie vor, aber keine Glucosurie. 

5. Der Milzextrakt wirkt auf Adrenalinhyperglykamie fér- 
dernd. Die Milzexstirpation verursacht keine Stérungen bei Auf- 
treten von Adrenalinhyperglykamie bzw. Adrenalinglucosurie. 

6. Bei intravenéser Traubenzuckerinjektion an milzlosen 
Tieren kommt deutlichere und linger dauernde Hyperglykimie 
im Vergleich mit den Normaltieren vor. 

7. Der Glykogenverlust der Leber von der milzlosen, mit 
Adrenalin oder Strychnin akut vergifteten Tiere ist kleiner, als 
der der gleichbehandelten Kontrolltiere. 

8. Nach trockener Milzfiitterung des normalen Tieres findet 
keine Veranderung des Blutzuckergehaltes statt. 

9. Die Milz nimmt im Kohlenhydratstoffwechsel eine gewisse 
Stellung ein und garantiert héchstwahrscheinlich in Verbindung 
mit teils gleichsinnig, teils antagonistisch wirkenden anderen 
endokrinen Organen, z. B. Pankreas, Leber, Nebennieren, Thymus, 
 Schilddriise, Nebenschilddriisen und Hypophyse, den normalen 
Ablauf der Vorgiinge im Kohlenhydratstoffwechsel. 


Biochemische Zeitschrift Band 109. 











Einflu8 kolloidaler Kohlenhydratlésungen auf die pep- 
tische Eiwei8verdauung in kiinstlichem Magensaft. 


Von 
T. Togawa. 


(Aus dem sero-chemischen Institute der Universitit zu Tokio.) 


(Eingegangen am il. Mai 1920.) 


Um die Bedeutung des Vorhandenseins von Ptyalin im 
Speichel darzutun, hat L. A. I. Maxwell im Jahre 1915 einen 
interessanten Versuch mitgeteilt. Nach ihm adsorbiert eine kol- 
loidale Kohlenhydratlésung (Starke), sobald sie von Diastase 
nicht hydrolysiert wird, immer Pepsin und bedeutet daher eine 
groBe Stérung fiir die EiweiSverdauung im Magen, wihrend die 


nicht kolloidale (nicht gekochte) Starke-Suspension keinen Ein- 
flu8 darauf haben soll. 

Beispielsweise soll die Dauer der peptischen Verdauyng von 
Fibrin 4 mal langer sein bei der Anwesenheit von 2 proz. kolloidaler 
Starkelésung als bei deren Abwesenheit. Um die Digestionsgrade 
zu vergleichen, hat er die Griitznersche Methode angewandt. 

Weil die oben erwaihnte Stérung durch kolloidale Lésungen 
von Kohlenhydraten fiir die Ernahrung besonders von Kindern 
eine unabsehbare Bedeutung haben wird, da verschiedene kolloidale 
Lésungen von Kohlenhydraten fast alltaglich mit Kuhmilch oder 
anderen EiweiBpraparaten den Kindern zugefiihrt werden, habe 
ich eine Nachpriifung vorgenommen. Und um die Aufgabe még- 
lichst griindlich zu lésen, habe ich zuerst die Edestinprobe und 
dann die quantitativen Stickstoffbestimmungen in Verdauungs- 
siften durchgefihrt. 


I. Edestinprobe. 
Die nédtigen Reagenzien sind: 
1. ®/,9-HCl-Lésung. 
2. Gesittigte NaCl-Lésung. 
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3. 0,1 proz. Edestinlésung in /,,-HCl. 

4. 0,1—0,5 proz. Pepsinlésung in "/,,-HCl. 

5. Kolloidale Starkelésung von verschiedenen Konzentrationen, 

Als erste Reihe der Probe wurden die absteigenden und 
aufsteigenden Mengen von Pepsin- und HCl-Lésungen und die 
bestimmten Mengen von Edestin-Lésung genommen, als zweite 
Reihe dazu noch die bestimmten Mengen von kolloidaler Starke- 
lésung, wie die folgenden Tabellen (I und II) zeigen. 

Nach vollendeter Mischung stellt man diese Gemische fiir 
eine halbe Stunde bei 37°C in den Brutschrank, figt dann je 
0,3 cem gesattigte NaCl-Lésung hinzu und untersucht durch die ein- 
tretende Triibung den relativen Unterschied zwischen beiden Reihen. 


(+) verdaut, (—) unverdaut. 
Experiment | (s. Tabelle I). 


Tabelle IA (1. Reihe). 

1 2 3 4 
0,5% Pepsin ... .1,0 0,8 0,6 0,4 
/59-HCl 0 0,2 0,4 0,6 
0,1% Edestin . . . . 2,0 2,0 2,0 2,0 
H,O ee © eet Se 
Konz. NaCl 0,3 0,3 0,3 0,3 

7 + + 3 


Tabelle IB (2. Reihe). 
1 3 4 
0,8 0,6 0,4 
0,2 0,4 0,6 
0,1% Edestin. . . . 20 20 20 
0,1% Starke .... 0,1 0,1 0,1 
Konz. NaCl : 0,3 0,3 0,3 
ea ae ae 


Experiment 2 (s. Tabelle IT). 


Tabelle IIA (1. Reihe). 
2 3 4 
0,2% Pepsin .... 0,8 0,6 0,4 
2/,9-HCl 02 04 06 
0,1% Edestin. . . . 20 20 20 
H,O 02 O02 02 
Konz. NaCl 0,3 0,3 0,3 
+ + + 
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Tabelle II B (2. Reihe). 


1 2 3 4 5 6 7 
0,2% Pepsin ... .1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,1 0,08 
| fe | t Epi iee s 0 0,2 0,4 0,6 0,8 0 0,2 
0,1% Edestin . . . . 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 
0,1% Stirke ... .0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Konz. NaCl. .... 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 

— - + + - = - 
Experiment 3 (kurz geschrieben). 

1. Reihe. 

0,1% Pepsin ... .1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,1 0,08 


+ + + 2 i 7 -~ ot 
2. Reihe (+ 0,1% Starke je 0,2). 
+ + + + o = —_ 
Experiment 4. 
0,1 proz. Pepsin-HCl-Lésung und 0,1-, 0,2-, 0,5 proz. Starkelésung gebraucht. 
0,1% Pepsin ... .1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,1 0,08 


+ is ih ai ta 
(+ 0,2% Starke je 0,2) + 
(+ 0,5% Stiirke je 0,2) + 
(+ 1,0% Starke je 0,2) + 


Experiment 5. ] 


++4++4+ 
++4++4+ 


0,1% Pepsin .. . .1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,1 0,08 
+ + + a = oa a 
(+ 1% Starke 0,5) “A + + > a <a ~ 
Experiment 6. 4 
0,1% Pepsin ... .1,0 0,8 0,6 G4 0,3 0,2 0,1 
a RE en at oe . 


(+ 0,5% Stirke 0,5). + a a op aoe _ _~ 

Wie die angegebenen Experimente zeigen, kann man durch 
die Edestinprobe keine Unterschiede in den Digestionsgraden 
zwischen beiden Reihen finden. 


— 


If. Qantitative Untersuchung. 
Fiir diese Zwecke sind drei EiweiSpraiparate: EiereiweiB, k 
Kuhmilch und Edestin gewahlt. 0 


A. Eiereiwei8probe. 
Als 1. Mischung (stirkefrei): 
EiereiweiB (gekocht). ........-. 2,0 
0,5proz. Pepsin-HCl-Lésung ...... 20,0 7 E. P. 
n/,,-HCl-Ldeung . . 1... + 2s. ere 





Einfl. kolloid. Kohlenhydratlisungen auf d. peptische EiweiSverdauung. 21 


Als 2. Mischung: 
Eiereiwei8 (gekocht) 
0,5 proz. Pepsin-HCl-Lésung EPS. 
0,5 proz. Stairkelésung 
Die beiden Mischungen sind zwei Stunden lang in 37°C 
Brutschrank geblieben. Je 5cem verdaute Filiissigkeit wurde 
aus beiden Mischungen entnommen und nach Kjeldahls Me- 
thode ihr Stickstoffgehalt ermittelt (Doppelbestimmung). 


N = absolutes Gewicht von Stickstoff. 
D = Differenz. 


Experiment 7 
(1) N in 0,5 proz. Starkelésung 6ccm . = 0 


CHR SOBy te ORE es ee a a ee = 20,3 mg 
Wie ee ee ee ees = 20,3 mg 


‘D = 0 


Experiment 8. 


(1) N in 0,5proz. Starkelésung 6ccm . = 0 
(2) a) Nin E. P = 202mg |D = 21mg 


b)NimEP.S......... = 906mg 


Experiment 9. 
1 proz. Stairkelésung 6 ccm gebraucht. 
(1) N in I proz. Starkelésung 6ccm . = 0,1 mg 
Cor Oe ee Oe Me ee ec we eek = 2h1 me] D = 1m 
PUMA Ow. ee 


Experiment 10. 


0,5 proz.- und 1 proz. Starkelésung je 6ccm gebraucht 
(Verdauungszeitdauer 2 Stunden). 
(1) N in Il proz. Starkelésung 6ccm . = 0,1 mg 
(2) N in E. P. = 5,7 mg 
(3) N in E. P.S. (0,5 proz.) =5,7m D=0 
(4) Nin E.P.S. (lproz.) ...... =5,7mg D = 0,1 mg. 


Experiment ll. 


0,5 proz. und 1 proz. Stairkelésung je 6ccm, 1 proz. Staérkelésung 12 ccm 
gebraucht 
(1) N in I proz. Starkelésung 12ccm . 0,2 mg 
(2) N in E. P. 
(3) Nin E.P.8. (Q5proz.) ..... = 20,2 mg 
(4) Nin EP. (iproe)*. ..... = 20,2 mg 
(5) N in E. P.S. (lproz., 12ccm) . . = 20,2 mg 
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Experiment 12. 
0,5 proz. Starkelésung 6ccm und 2proz. Starkelésung 6ccm gebraucht. 
(1) a) N in 2proz. Starkelésung 6ccm . = 0,3 mg 
b) N in 0,5 proz. Starkelésung 6cem = 0 
By Fee A ee 6a RO a = 7,3 mg 
N in E. P.S. (0,5proz.). .... .. =7,3 mg 
Nin BP.8. @pra).. we ee Tg 


B. Kuhmilchproben. 


Die folgenden vier Mischungen sind hergestellt: 
I. Kuhmilch 
0,5 proz. Pepsin-H-Cl-Lésung . . . 20,0 > M. P. 
N/,9-HCl-Lésung 
Kuhmilch 
0,5 proz. «Pepsin-HCl-Lésung 
lproz. Starkelésung 
N/,9-HCl-Lésung 
. Destilliertes Wasser 
0,5 proz. Pepsin-HCl-Lésung 
1 proz. Starkelésung 
D/,9-HQ-Lésung 
- Destilliertes Wasser 
P, 


P.S. 


0,5 proz. Pepsin-HCl-Lésung 
1/39-HCl-Lésung 
Alle diese Mischungen wurden bei 37° im Brutschrank be- 

lassen, sodann je 5ccm von diesen verdauten Flissigkeiten ge- 
nommen, durch 50 ccm Methylalkohol und einige Tropfen 
alkoholischer Zinkchloridlésung enteiweiBt, je 20 ccm der letzten 
Filtrate wurden dann dem Kjeldah|schen Verfahren unterworfen. 
Experiment 13. 

eee = 54,6 mg 

(2) Nin M.P.S: . D = 1,3 mg. 

(3) Ni 

(4) Ni 
Experiment 14 

Kuhmilch 5 ccm genommen. 

ee PER ewe ap arin ee = 71,5 mg 

Meee a ks = 71,5 mg 

oS 5 SS See erate == 35,7 mg 

ie 2 Eee Foleo rear = 35,7 mg. 

Da die Stickstoffmenge der Starkelésung unmeBbar klein ist, so sind 

die Stickstoffbestimmungen von P.§. und P. in folgenden Experimenten 
ausgeschlossen. 
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Experiment 15. 
0,5 proz. Stirkelésung und | proz. Stirkelésung je 6ccm gebraucht 
(Verdauung 1!/, Stunde lang). 
Cy ee oe a Keo = 41,0 mg 
(2) N in M.P.S. (0,5proz.)....=410mg D=0 
(3) N in M.P.S. (lproz.) ... . = 41,0 mg. 


Experiment 16. 
0,5-, 1-, 2proz. Stirkelésung je 6 ccm gebraucht. 
(1) N in M. P. 
(2) Nin M.P.S. (0,5proz.). ...=50,3mg D=0 
(3) Nin M.P.S. (lproz.) ....==503mg D=0 
(4) Nin M.P,S. (2proz.) ....=50,3mg D=0. 


C. Edestinprobe. 


Auch hier sind vier Mischungen bereitet. 


I. 0,1 proz. Edestin-HCl-Lésung . 20,0 
0,5 proz. Pepsin-HCl-Lésung . 1,0 7? Ed. P 
D/,9-HCl-Lésung 

. 0,1 proz. Edestin-HCl-Lésung . 20,0 
0,5 proz. Pepein-HCl-Lésung ce wee Ed. P.S 
1 proz. Starkelésung 


Destilliertes Wasser 

0,5 proz. Pepsin-HCl-Lésung. . 

1 proz. Starkelésung 

2/,9-HCl-Lésung 

Destilliertes Wasser 

0,5 proz. Pepsin-HCl-Lésung. . 

2/59-HCl-Lésung 

Diese Gemische wurden 30 Minuten lang bei 37° belassen; 

dann je 5ccm von den verdauten Fliissigkeiten dem Enteiwei8ungs- 
verfahren durch Methylalkohol und Zinkchlorid ausgesetzt und 
von je 20ccm der letzten Filtrate durch K jedah|derStickstoffgehalt 
bestimmt. Da die Stickstoffmenge der Stirkelésung, wie schon 
in der Kuhmilchprobe angegeben wurde, unmeBbar klein ist, 
so sind die Stickstoffbestimmungen von P.S. und P. hier fort- 
gelassen. 


Experiment 17. 


Cl): Oe Bee Gai ieee ee = 27,3 mg 
Ce) 2th knee dee = 28,4mg D = 1,1 mg. 
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Experiment 18. 
Cay Rober Bae er ei SS = 20,0 mg 
(S) I te Bae ee at = 210mg D=1,0 mg. 


Experiment 19. 

(1) N in Ed. P. 14,7 mg 

(2) N in Ed. P.S = 13,7mg D=1,0 mg. 
Experiment 20. 

(1) N in Ed. P. = 18,9 mg 

(2) Nein Ed. P. PLB. 2... 1 mg Die 0. 
Experiment 21. 

0,5 proz. und 1 proz. Starkelésung je 6ccm gebraucht. 

CR Ie ee re ee EE a aoe = 16,8 mg 

(2) N in Ed. P.S. (0,5proz.) ...=168mg D=0 

(3) N in Ed. P.S. (lproz.)....=168mg D=0. 
Experiment 22. 

0,5 proz. und 2proz. Stairkelésung je 6 ccm gebraucht. 

eRe ee See eS ee eee = 13,7 mg 

(2) N in Ed. P.S. (0,5proz.) . . .=12,6mg D=1,1 mg 

(3) N in Ed. P.S. (2proz.) ....=12,6mg D=1,1 mg. 


Nach dem obigen Experiment kann man die Tatsache fest- 
stellen, daB die kolloidalen Starkelésungen (Vertreter der Kohlen- 
hydrate) bei der peptischen Verdauung in kiinstlichem Magensaft 
winzig kleine oder gar keine Stérungen bewirken. Die resultie- 
rende geringe Differenz der Stickstoffmenge zwischen stirke- 
freier und starkehaltiger Flissigkeit ist mehr als technischer 
Fehler zu betrachten. 

Im groBen und ganzen kann man daher vermuten, daB die 
Kohlenhydrate im kolloidalen Zustande, wenn sie auch in irgend- 
einem Fall durch Speichel schlecht hydrolysiert werden oder aus 
irgendeinem Grunde ganz unverindert bleiben, doch nach Ein- 
fihrung in den Magen noch keine nennenswerten Stérungen auf 
die peptische Eiwei®verdauung ausiiben. 

Zum SchluB meiner Arbeit ist es mir eine angenehme Pflicht, 
meinem hochverehrten Herrn Professor Dr. 8. Mita fiir die 
Anregung und Leitung dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank 
auszusprechen. - ach 


Literatur. 
L. A. I. Maxwell, Biochemical Journ. 9, 323.. 1915. 





‘Die Fibrinferment- und Fibrinogenbestimmung nach der 
Injektion von normalen Seren in den normalen Tierkérper. 


Von 
T. Togawa. 


(Aus dem sero-chemischen Institut der Universitat Tokio.) 
(Eingegangen am 11. Mai 1920.) 


Durch klinische Erfahrungen ist es uns schon lange be- 
kannt, daB durch die Injektion eines normalen Menschen- oder 
Tierserums die Blutgerinnungsfahigkeit der so behandelten kranken 
Menschen (im Zustande ungeniigender Blutgerinnung) in ge- 
wissem Mafe gesteigert wird. 

Die Erklarungen fiir diese Tatsache sind aber verschieden. 
Einige Autoren nehmen an, da durch die Einfiithrung des nor- 
malen Blutserums in kranke Menschen irgendeine fehlende Sub- 
stanz im Blute ersetzt werde und infolgedessen die Blutgerinnung 
stattfinde wie in normalem Zustande. 

Moll, van der Velden und Angy4an konnten zeigen, 
daB durch parenterale Zufubr von Pepton oder Serum eine Ver- 
mehrung des Fibrinogengehaltes und wahrscheinlich auch des 
Fibrinfermentes zustandekommt. 

Ob aber die normalen Blutsera, wenn sie in normale Men- 
schen- oder Tierkérper eingefiihrt werden, schon die Blutgerinnung 
aktiv beférdern oder nicht, ist seit langer Zeit eine offene Frage. 

Um diese Frage zu entscheiden, habe ich den Fibrinferment- 
(Trombin)-gehalt und den Fibrinogengehalt vor und nach der 
Seruminjektion im normalen Tierkérper bestimmt. 


Untersuchungsmethode. 


Es wurde ausschlieBlich die Reihenmethode zur Fibrinferment- und 
Fibrinogenbestimmung nach Wohlgemuth verwendet. 
Die Tiere, die man zu diesen Versuchen gebraucht hat, sind folgende: 
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Standardtiere (fiir Standardserum und Standardplasma): Meistens 
Hunde, daneben Kaninchen und Meerschweinchen. 

Versuchstiere: Kaninchen, Hunde, Meerschweinchen. 

Injektionsserum aus: Kaninchen, Hund, Meerschweinchen, Schwein, 
Hammel, Rind. 


Als Blutplasma wurden meist Magnesiumplasma, einige Male Oxalat- 
plasma angewandt. — Standardserum und Standardplasma wurde direkt 
vor dem Experimente immer 10 mal verdiinnt. Die frischen Tiersera wurden 
stets durch intravenése Injektion von 2—12 ccm in den Tierkérper ein- 
gefiihrt, nachdem man eine gewisse Blutmenge fiir die Untersuchung vor 
der Seruminjektion entnommen hatte. Danach wurde die Blutentnahme 
auf sukzessive Weise ausgefiihrt, und zwar: 


1. direkt nach der Injektion, 

2. 15 Minuten nach der Injektion, 
3. 30 Minuten nach der Injektion, 
4. eine Stunde nach der Injektion, 
5. 2 Stunden nach der Injektion, 


6. 3 Stunden nach der Injektion. : 


Die Mischungen von Serum und Plasma sind, wie die folgenden Ta- 
bellen angeben, angesetzt. Nach vollendeter Mischung wurden die Gemenge 
in den Eisschrank 24—36 Stunden lang eingelegt und die aufgetretenen 
Erstarrungen beobachtet. 


++-+-+ = komplett erstarrt, 
+-+-+ = fast komplett erstarrt, 
+-+ = partiell erstarrt, 
+ = Spur erstarrt. 


Experiment 1. Hund Nr. 1, 1400 g (Tabelle I). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Hund) 10 ccm. 


Tabelle IA. 


Fibrinfermentbestimmung. 


Standardplasma vor Injektion 2» nach Injektion 
2,0 4 la te te 4 1 os, Bi 
2,0 a, Bea ve Os 
2,0 4-1 t- nak 3h EA 
2,0 a le a fe of +f 
2,0 oa + 
2,0 ++ ++ 
2,0 + + 
2,0 _ 
2,0 - ~ 
2,0 _ _ 
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Tabelle IB. Fibrinogenbestimmung. 


Plasma Standardserum vor Injektion 2" nach Injektion 

1,0 2,0 a 

0,5 2,0 - — 

0,25 2,0 + + 

0,126 2,0 r+4 

0,062 2,0 

0,032 2,0 

0,016 2,0 

0,008 2,0 

0,004 2,0 

0,002 2,0 
Nach dieser Tabelle kann man keinen Unterschied des Fibrinferment- 
und Fibrinogengehaltes zwischen den Resultaten vor und 2 Stunden nach 
der Injektion finden. 


PPP SHAS RY 


— 


Experiment 2. Hund Nr. 2, 2200 g (Tabelle II). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Hammel) 10 ccm. 


Tabelle ILA. Fibrinferment-B (kurz geschrieben). 


vor Injektion 15 nach Injektion 3% nach Injektion 
++ 5 i ga Si iy a ae 
++-++ ++++ t+++ 
>> + +++ ++++ 
t+ 3 +--+ 

+ t+ ++ 

eae ++ ++ 


iA 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7 
8. 
9. 
0. 


— 


Tabelle IL B. Fibrinogen - B (kurz geschrieben). 


vor Injektion 15 nach Injektion 3" nach Injektion 


++ ++ 
a as ats + +--+ +++ 
+++ rt ++ 
++ a ++ 
a ++ +++ 

+ ++ + 


Der Fibrinfermentgehalt ist durch Seruminjektion unverindert. 
Der Fibrinogengehalt ist 1 Stunde nach Injektion verdoppelt, 


FPP rMe FP & 


—_ 
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Experiment 3. Kaninchen Nr. I, 2660 g (Tabelle III). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Hund) 7 ccm. 


Tabelle III A. 
vor Injektion 15’ nach Injektion 30’ nach Injektion 


+++ +44 at 
aoe hope a+ 
ae ett b+ 
+++ at a 

- ~ - 


Tabelle III B. 
vor Injektion 15’ nach Injektion 30’ nach Injektion. 


Saas 
—}. —f. 
- 


Experiment 4. Kaninchen Nr. 2, 2200 g (Tabelle IV). 
Standardtier Hammel, Injektionsserum (Autoserum) 6 ccm. 
Fibrinfermentgehalt vor und sofort nach der Injektion unveriandert. 


Tabelle IV. 


Fibrinogenbestimmung. 





Vor Injekt. Direkt n. Injekt. 30’ n. Injekt. 1" n. Injekt. 

i wie ae Mg 3 ++ $+ 
et ++ ++ + 
a + a ak 
a 3 + + 
+ ~ a + 


PVF Her PPE 


Der Fibrinogengehalt ist sowohl direkt nach Injektion als auch 30 Mi- 
nuten nach Injektion verringert. 
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Experiment 5, Kaninchen Nr. 3, 3050 g (Tabelle V). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Kaninchen) 5 ccm. 


Tabelle VA. 
Fibrinfermentbestimmung. 
Vor Injekt. Direkt n. Inj. 30’n. Inj. 1° n. Inj. 


++ aaa ~ aaa 
++ aoe aoe 
++ at ae ~~ 
++ ++ ++ aaa 
- + + + 


PN EPer SP hE 


Tabelle V B. 
Fibrinogenbestimmung. 
Vor Injekt. Direkt n. Injekt. 30’ n. Injekt. 


++ t+ ++ 
++ +++ 
++ - ++ 

+ + + 


1. 
2. 
3. 
4, 
5. 
6. 
de 
8. 


Der Fibrinogengehalt direkt nach Injektion verdoppelt. 


Experiment 6. Kaninchen Nr. 4, 3500 g (Tabelle VI). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Kaninchen) 5 ccm. 


Tabelle VIA. 
Fibrinfermentbestimmung. 


Vor Injekt. Direkt n. Inj.. 30’ n. Injekt. 12 n. Injekt. 35 n. Inj. 
++ ide +++ ++ +++ 
+++ as thn i RE ls aa she oe +++ +++ 
+++ a ek she he ++++ +++ + hit 
t+ = ida: 8 tat 6 es ai oie +++ ++ 
++ ++ ++ tor +++ 

2 + + + + 


Pwr ae Se 
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SO RONM oP bo 


Vor Inj. 


oe 
a 


Experiment 7. 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Kaninchen) 8 ccm. 


a 


QO I OR go po 


Vor Inj. 
sie i 

9 ae ae 
++ 

++ 


Vor Inj. 


oy 
aoe 
oo 
a 
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Tabelle VIB. 


Fibrinogenbestimmung. 
Direkt n. Inj. 30’n. Inj. 1° n. Inj. 
op 44+ + 
++ ++ ++ 
thy ++ ak 
+++ + + 
oh ~ ~ 
eH - ~ 
ca ~ ~ 
os - ~ 

aa a om 


Kaninchen Nr. 5, 3000 g (Tabelle VII). 


Tabelle VII A. 
Fibrinfermentbestimmung. 


32 n. Inj; 
++ 


Direkt n. Inj. 15’ nach Inj. 30’ nach Inj. 1° nach Inj.. 


++4++ 4444+ 444+ 
++4++ +++ +++ 
“4 oa oa 
a+ “+ oe 
+ + +. 


Tabelle VII B. 
Fibrinogenbestimmung. 
Direkt n. Inj. 15’n. Inj. 30’ n. Inj. 


++ oat ++ 


tort oe 4d 
+ ++ 2 ++ 
- a ~ 


Experiment 8. Kaninchen Nr. 6, 2300 g (Tabelle VIII). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Kaninchen) 8 ccm. 

Da der Fibrinfermentgehalt durch Seruminjektion nicht beeinfluBt. 

wird, so ist Bestimmung desselben in einigen folgenden Fallen nicht erwahnt. . 


+++ 
+4 
++ 
at 


12 n. Inj.. 


bt 
at 
++ 

“be 








Fibrinferment- und Fibrinogenbestimmung usw. 


Tabelle VIII. 
share cian: (Oxalatplasma). 
Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’n. Inj. 30’ n. Inj. 


== sedis 
+++ + + - +++ 
+++ ++4- +++ 
++ ++ 4 ++ 
++ au ++ 
+ +- + 


PFS oe we 


Experiment 9. Kaninchen Nr. 3 (Tabelle IX). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Kaninchen) 7 ccm. 


Tabelle IX. 
Fibrinogenbestimmung (Oxalatplasma). 
Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’n.Inj.. 30’ n. Inj. 1" n. Inj. 


oe 
by 
+ 

+ 


3, 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 


Experiment 10. Kaninchen Nr. 2 (Tabelle X). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Kaninchen) 5 ccm. 


Tabelle X. 
Fibrinogenbestimmung (Oxalatplasma). 


Vor Inj. Direkt nach Inj. 30’ nach Inj. 


PSP PF ey 
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Experiment 11. Kaninchen Nr. 1 (Tabelle XI). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Auto-) 5 ccm. 


- 


Tabelle XI A. 
Fibrinfermentbestimmung. 
Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’n. Inj. 30’ n. Inj. 14 n, Inj. 
+44 


+44 


Tabelle XI B. 
Fibrinogenbestimmung. 
Direkt n. Inj. 30’ nach Inj. 1° nach Inj. 


1, 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
cf 
8 


Experiment 12. Kaninchen Nr. 5, 1400g (Tabelle XII). 
Standardtier Kaninchen, Injektionsserum (Kaninchen) 4 ccm. 


Tabelle XII. 
Fibrinogenbestimmung. 
Direkt n. Inj, 15’n. Inj. 30’ n. Inj. 


++4++ 
fa4 
++ 


i 
= 


PSA Re rT 


Tr 
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Experiment 13. Kaninchen Nr. 4 (Tabelle XIII). 
Standardtier Kaninchen, Injektionsserum (Hund) 3 ccm. 


Tabelle XIII. 
Fibrinogenbestimmung. 
Vor Inj. Direkt nach Inj. 15’ nach Inj. 30’ nach Inj. 


++4+4++ ++4+ poate 
+4+++ tHe ++4++ 
$+ + oe 
oo ~+ ne 

+ + ~ 


ee Py 


st 


2° 9 


Experiment 14. Kaninchen Nr. 7, 2500 g (Tabelle XIV). 
Standardtier Kaninchen, Injektionsserum (Meerschweinchen) 3 ccm. 
Tabelle XIV. 
Fibrinogenbestimmung. 
Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’ nach Inj. 1" nach Inj. 


allt 3 


teH4 oe pete ++++ 
++++ pt t+44 +t 
oe pt ae +++ 
a tab a +44 
aa ae ae a 
+ ~ + oo 


3. 
4. 
5. 
6. 
4 
8. 
9. 


Experiment 15. Kaninchen Nr. 8, 3500 g (Tabelle XV). 
Standardtier Kaninchen, Injektionsserum (Schwein) 2 ccm. 


Tabelle XV. 
Fibrinogenbestimmung. 
Vor Inj. Direkt nach Inj. 15’ nach Inj. 


a 44 4 
+444 ++++ t+ 
4++4++4 ++++ Sth 

444 +44 +++4+ 
44 aad 44 
+ ++ at 
~ ~ + 
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oe 


ltt ad 
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Vor Inj. 


aA fF wh — 
ao 
a 
4. 
a 


% >; 
| 


Experiment 17. 





Vor Inj. 

1, _ 
2. — 
3. _ 
4, tb + 
5. ++ 
6. ++ 
A + 
8. 


Vor Inj. 


PTH FP Pwr & 
+ 
+. 
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Tabelle XVI. 
Fibrinogenbestimmung. 


Experiment 16. Kaninchen Nr. 9, 2200 g (Tabelle XVI). 
Standardtier Kaninchen, Injektionsserum (Auto) 10 cm. 


Direkt n. Inj. 15’n. Inj. 30’ n. Inj. 


~ oo 
++4++ 44+4++ 4+ 
aa td 
44 Be 
ot ~ 


te astie 


fae 
be 
os 
oe 


Kaninchen Nr. 5 (Tabelle XVII). 


Tabelle XVII. 
Fibrinogenbestimmung. 


Direkt n. Inj. 15’ n. Inj. 


++4++ ++4++ 


oe +4 
oa ++ 
+ et 
+ > 


Tabelle XVIII. 
Fibrinogenbestimmung. 
Direkt n. Inj. 15’ n. Inj. 


—- +++ 
aa ++ 
+ ae 
+r a 

- + 


1» n, Inj. 


+h e 
+44. 
+o 

oe 


Standardtier Kaninchen, Injektionsserum (Pferd) 12 ccm. 


30’ n. Inj. 


tate 


30’ n. Inj. 


++ 
ad 
+ 


Experiment 18. Kaninchen Nr. 10, 3020 g (Tabelle XVIII). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Rind) 12 ccm. 


1® n. Inj. 


+4 
++ 
+4 


oP 
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Experiment 19. Kaninchen Nr, 11, 3400g (Tabelle XIX). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Schwein) 4 ccm. 


Tabelle XIX. 
Fibrinogenbestimmung. 


Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’ n. Inj. 30’ n. Inj. 12 n. Inj. * 


+4+++ 
++ 
ay us 
ae 


SMASH Re ™ 


Experiment 20, Meerschweinchen Nr. 1, 400g (Tabelle XX). 
Standardtier Hund, Injektionsserum (Meerschweinchen) 2,5 ccm. 


Tabelle XX. 
Fibrinogenbestimmung. 


Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’n. Inj. 30’n. Inj, 1° n. Inj. 


++ ++ 
++ ++ 
ch ++ + 

+ ++ 


“ 


Experiment 21. Meerschweinchen Nr. 2, 600g (Tabelle XX1I). 
Standardtier Meerschweinchen, Injektionsserum (Auto-) 2,5 com. 


Tabelle XXI. 


Fibrinogenbestimmung. 


Vor Injektion Direkt nach Injektion 
+ a 
++ “+ 
+ ++ 
+ hd 
_ ++ 
o ++ 
- + 


AAP LHS RS 
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Experiment 22. Meerschweinchen Nr. 3, 450g (Tabelle XXII). 


echt cll pall eg 


> on 


Standardtier Hund, Injektionsserum (Meerschweinchen) 4 ccm. 


Tabelle XXII. Fibrinogenbestimmung. 
Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’n. Inj. 30’n. Inj. = 1" n. Inj. 


44 44 $4 +4 a 
+ ++ ++ 44 + 
~ + 4 + - 


Experiment 23. Kaninchen Nr. 12, 2500 g (Tabelle XXIII). 


NEP wpe 


Standardtier Hund, Injektionsserum (Pferd) 5 ccm. 


Tabelle XXIII. Fibrinogenbestimmung. 
Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’ nach Inj. 30’ nach Inj. 


+4 ++ — - 

+++ ++ ++ ++ 

++ ++ ++ ++ 

+ ++ + + 

dota a pan ane 
Kontrollversuche. 


Als Kontrollprobe wurde eine gewisse Menge von 1 proz. Pepton- 


wasser, Bouillon, lproz. Aleuronat-Emulsion (in lproz. Starkeauf- 
quellung), 0,0lproz. Nucleinsiureemulsion, Eiereiwei8, physio- 
logischer Kochsalzlésung dem Tierkérper intravenés injiziert und 
der Fibrinferment- und Fibrinogengehalt in gleicher Weise wie 
in den vorigen Versuchen bestimmt. 


Experiment 24. Kaninchen Nr. 6 (Tabelle XXIV). 
Standardtier Kaninchen, Injektionsfliissigkeit: Physiolog. Kochsalzlésung 


Se PP ee 


10 ccm. 


Tabelle XXIV A.  Fibrinfermentbestimmung. 

Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’n. Inj. 30’n. Inj. 1° n. Inj. 
+++ +444 +++ 444+ +444 
ba +++ +++ +++ +44 


at aaa ++ a 4+ 
++ oa ae + oe 
++ ++ +H 4 a 
+ + ~ ~ + 
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Tabelle XXIV B.  Fibrinogenbestimmung. 


Vor Inj. 


Saas 
tabs 
fb 


t 


Experiment 25. 


Tabelle XXV A. 
Direkt n. Inj. 


Vor Inj. 
3 + 
t+ 
si 
+ 
++ 


+ 


Tabelle XXV B. 
Direkt n. Inj. 


Vor Inj. 


VFS PPPS 


++ 
.. 8 
ote ads 
yy 


po 
t 


Direkt n. Inj. 


foe 
Sona 
aos 
1. 1. 


+ 


15’ n. Inj. 


30’ n. Inj. 


Kaninchen Nr. 2 (Tabelle XXV). 
Standardtier Hund, Injektionsfliissigkeit: 1 proz. Peptonwasser 10 ccm. 


ie 


+ 


a a 
+ 
-f 
++ 

oo 


1” n. Inj. 


cone 
ttt 
one 
aa 


| 
t 


Fibrinfermentbestimmung. 


15’ n. Inj. 
gs at 8 
5 Sa AP 

+ 
+ 


30’ nach Inj. 
+++ 
++ 

++ 
++ 
++ 
++ 

a 


15 n, Inj. 
a Oh 7 
5 ce 

a 
++ 
Se 
os 

+ 


Fibrinogenbestimmung. 


15’ n. Inj. 
tes 2 
a de an Bo 
he 
So 
++ 


30’ nach Inj. 


b+ 
et 
a 


op 


Experiment 26. Kaninchen Nr. 4 (Tabelle XXVI). 
Standardtier Hund, Injektionsfliissigkeit: 1 proz. Aleuronatemulsion 3 ccm. 


Tabelle XXVIA.  Fibrinfermentbestimmung. 


Vor Inj. 


a ae 


= fp 


bet 
++ 
+++ 
++ 
++ 
+ 


Direkt nach Inj, 


+++ 
ane 
oe 
+++ 
oane 
+b 


r 


1. nach Inj. 
= oy F 
ne 
5 33 8 
5 3 
oF 
=a 


15’ nach Injektion 
5 Li SS 
a Ss, we 
5 
++ 
B14 9 
2 


oo 








Pe 


=a 2 


NEP wry a 


MAAS FS 


ge 
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Tabelle XXVIB. Fibrinogenbestimmung. 


Vor Inj. 


ola os i 
++ 
-+ 
++ 

4 


~ Direkt nach Inj. 


ao 
+4 
+ 
aad 
aoe 


or 


15’ nach Injektion 


ee 
oie ale 
6 ule B 
++ 
++ 

“be 


)xperiment 27. -Kaninchen Nr. 2 (Tabelle XXVII). 


Standardtier Hund, Injektionsfliissigkeit: 1 proz. Peptonwasser 7 ccm. 
Tabelle XXVII A. Fibrinfermentbestimmung. 


Vor Inj. 


+4 
++ 
++ 
aa 
fo 
+ 


Direkt nach Inj. 


oe 
44 
ae 
+ 


15’ nach Injektion 


ae 
ws ps 
++ 

+ 


Tabelle XXVIIB. Fibrinogenbestimmung. 


Vor Injektion 


ee 
44 
+4 

+ 


Direkt nach Injektion 


fae 
a 
ne 


a 


15’ nach Injektion 


++ 
++ 
- ++ 


a 


Experiment 28. Kaninchen Nr. 6 (Tabelle XXVIII). 
Standardtier Hund, Injektionsfliissigk. : 0,01 proz. Nucleinséiureemuls, 3 ccm. 
Tabelle XXVIII A. Fibrinfermentbestimmung. 
Direkt nach Injektion 15’ nach Inj. 


MPer SP YE 


ae 


Vor Injektion 


+444 
poe 
yo 
te 
aa 
oa 

+ 


tHae 


+++ 
ter 
oo 
or 
+ 
a 
ay 
4- 
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Tabelle XXVIII B. Fibrinogenbestimmung. 
Vor Injektion Direkt nach Injektion 15’ nach Inj. 


++ 
+4+++ 
tar 
a+ 
++ 


+ 


Experiment 29. Kaninchen Nr. 1 (Tabelle X XIX). 
Standardtier Hund, Injektionsfliissigkeit: 0,01 proz. Nucleinsiureemulsion 
5 ccm. 


Tabelle XXIX A. Fibrinfermentbestimmung. 
Vor Inj. Direktn. Inj. 15’n. Inj. 30’ nach Inj. 1° nach Inj. 


se +H tae 


TT 7? or 


e.- Py 


7s 2 se ei 
> ++ +--+ 
+--F + + 


oe 


5. 
6. 
7. 


Tabelle XXIX B. Fibrinogenbestimmung. 
Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’n. Inj. 30’ nach Inj. 


— FP ee Fe 


Experiment 30. Kaninchen Nr. 2 (Tabelle XXX). 
Standardtier Hund, Injektionsfliissigkeit: EiereiweiB 5 ccm. 


Tabelle XXX A. _ Fibrinfermentbestimmung. 


Vor Inj. Direkt nach Inj. 15’ nach Inj. 30’ nach Inj. 
THe oie ag aes 2 6 a 
as as as 5 tH 
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Tabelle XXX B. 
Fibrinogenbestimmung. 
Vor Inj. Direkt nach Inj. 15’ nach Inj. 30’ nach Inj. 


ye wh = 


++ +f ++ wt 
cane ~~ a+ + 
6. + + - + 


Experiment 31. Kaninchen Nr. 4 (Tabelle XXX]I). 
Standardtier Hund, Injektionsfliissigkeit: Bouillon 4 ccm. 


Tabelle XXXI A. 
Fibrinfermentbestimmung. 


Vor Inj. Direkt nach Inj. 15’ nach Inj. 30’ nach Inj. 


A 

2. E+ se 2 5 ee De ret 
3. tort ae Be 3 tT Be: 
4. ++ et ++ wD 
3. +++ + ++ os 
6. “++ ++ ++ 5 YS 
7. 5 + + + 

Tabelle XXXI B. 
Fibrinogenbestimmung. 
Vor Inj. Direkt n. Inj. 15’ nach Inj. 30’ nach Inj. 

1. 

2. o- _ —_ — 
3. ha sei * +t 
4. mi wh ++ 5 oe a +++ 
5. + oy ae > 
6. ° ++ ++ ++ + 


Wie die zuvor aufgefiihrten Experimente zeigen, hat die 
Seruminjektion in normale Tierkérper gewisse Einfliisse auf die 
Blutgerinnung, und zwar in der Weise, daB der Fibrinogen- 
gehalt nach der Injektion in den meisten Fallen vergréBert wird, 
wahrend der Fibrinfermentgehalt immer unverandert bleibt. 

Die, Zunahme des Fibrinogengehaltes erfolgt fast konstant 
nach Injektion von Autoserum oder Serum einer gleichen Tier- 
art (Ausnahme Exp. 4 und 7), aber inkonstant nach Injektion 
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von Serum einer anderen Tierart. Die Fibrinogenmenge steigt 
nach der Injektion meist auf das doppelte Quantum, ab und zu 
auf das vier- und sogar sechsfache, und zwar besonders nach 
Injektion von Autoserum und Serum der gleichen Tierart. Diese 
Zunahme tritt meist direkt nach der Injektion, selten 15 Minuten 
nach der Injektion auf. Die Dauer dieser Zunahme ist ganz kurz. 
Nach héchstens 15 Minuten, in seltenen Fallen 30 Minuten, er- 
reicht der Fibrinogengehalt wieder seinen normalen Wert oder 
ist seinem normalen Werte nahe. 

Aus Kontrollversuchen kann man schlieBen, daB die oben 
beschriebenen Injektionsmaterien nie eine gleiche Wirkung wie 
die normalen Tiersera haben. Sie haben keine Einfliisse auf den 
Fibrinogengehalt. 

Auf Peptonwasserinjektion folgt die Abnahme der Fibrin- 
fermente (Exp. 25 und 26), wihrend nach der Nucleinséureinjek- 
tion die Fibrinfermente zunehmen (Exp. 28 und 29). 


Sehliisse. 


1. Nach Seruminjektion in normale Tierkérper tritt meist 
die Zunahme des Fibrinogengehalts ein, und zwar fast konstant 
bei Anwendung von Autoserum oder Serum der gleichen Tierart. 

2. Die Fibrinogenzunahme erfolgt fast immer direkt nach 
der Injektion oder 15 Minuten nach derselben und dauert héch- 
stens 15—30 Minuten. ° 

3. Diese fibrinogenvermehrende Wirkung ist wahrscheinlich 
eine spezifische Kraft des Tierserums, die durch gewoéhnliche Ei- 
weiBpriparate oder einige andere Reagenzien nicht ersetzt 
werden kann. 


Zum SchluB spreche ich meinem hochverehrten Lehrer, 
Herrn Prof. Dr. S. Mita, fiir seine Anregung und Anleitung zu 
dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank aus. 
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Beitrige zur biochemischen Erkennung von Atropin. 


Von 


Tokuji Togawa. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 11. Mai 1920.) 


Es ist eine erwiesene Tatsache, daB die Vitaminpriparate, 
wenn sie in bestimmter Menge dem Tiere intravenés ein- 
gespritzt werden, eine sofortige speicheltreibende Wirkung haben. 
Nach einer solchen Injektion flie8t nimlich der Speichel in langen 
Faden aus dem Munde des Tieres?). Mit dem SpeichelfluB la8t 
sich auch eine Vermehrung der Nasensekretion und der Tranen- 
absonderung feststellen. Das Tier zeigt momentan etwas Unruhe, 
bleibt dann aber normal. Die Wirkung dauert einige Minuten, 
um dann allmahlich abzuklingen. 

Als ein merkwirdiges Phinomen kann es bezeichnet werden, 
da8B obige Vitaminwirkung durch eine Spur Atropin (4/199 Milli- 
gramm pro Tier geniigen schon) ganz aufgehoben ist, wenn das- 
selbe dem Tiere vorher injiziert wurde, wie C. F. Traczewski 
als erster festgestellt hat. 

» Es ware eine interessante Tatsache, wenn diese antago- 
nistische Wirkung von Atropin gegen Vitamin auch bei 
Vorhandensein von anderen Alkaloiden der zweiten Gruppe nach 
Stas-Otto, wie Nicotin, Coniin, Veratrin, Narkotin, Thebain, 
Kodein, Papaverin, Pilocarpin, Brucin, Strychnin, Aconitin, 
Cocain, Delphinin, Emetin, Physostigmin, Colchicin, Digitalin, 
Apomorphin usw. erzielt werden kénnte. Um diese Frage zu 
lésén, fihrte ich folgende Arbeit aus. 

Als Vitaminpraparat wandte ich ,,Orypan“ an, weil uns 
seine minimale, speicheltreibend wirkende Dosis schon bekannt 
ist (ca. 5 com pro gewéhnliches Tier), und daneben, nach genauer 
Betrachtung seiner physiologischen Wirkung, noch _,,Hafer- 
extrakt“. 


1) Fr. Uhlemann, Zeitschr. f. Biologie 68, 1918. 
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Die Lésung von Atropinum sulfuricum Merk wurde immer 
frisch hergestellt. Als Versuchstiere benutzte ich hauptsichlich 
Kaninchen. 


Experiment 1. Kaninchen Nr. 1, 1900 g. 

7. VIL. 0,004 proz. Atropinlésung und 50proz. Orypan-Ringerliésung 
frisch hergestellt. 

Orypan-Ringer ca. 8ccm intravenés injiziert, sofort SpeichelfluB 
ca. 4ccm (6 Minuten lang). 

Kaninchen Nr. 2, 1350 g. 

7. VII. 0,004 proz. Atropin 1,0ccm vorher, dann 50proz. Orypan 
10 com intravenés eingespritzt. Kein SpeichelfluB. 


Experiment 2. Kaninchen Nr. 1. 
7. VII. 0,004 proz. Coninlésung 1,0 ccm | gemischt intravenés 
0,004 proz. Atropinlésung 1,0 ccm } injiziert. 
50 proz. Orypan 10 ccm nachher auch intravenés injiziert. 
Sofortiges Auftreten von deutlicher Cyanose, an Gesichtszentrum und 
Ohren sichtbar. Tier etwas unruhig, Pupillen verkleinert, aber kein 
SpeichelfluB. 


Experiment 3. A. Kaninchen Nr. 1. 
8. VII. 0,01 proz. Physostigmin 0,1 ccm (1/195 mg) | 


0,004 proz. Atropin 1,0 ccm intravenés. 
50 proz. Orypan 10 com j 
Kein Speichelflu8. 


B. Kaninchen Nr. 2, 1850 g. 
8. VII. 0,01 proz. Physostigmin 0,4 ccm (*/,99 a 
0,004 proz. Atropin 1,0 intravenés. 
50 proz. Orypan 10 com 
Kein SpeichelfluB. 


Experiment 4. Kaninchen Nr. 3, 1350 g. 
8. VII. 0,004 proz. Pilocarpin 1,0 ccm 
intravenés. 


0,004 proz. Atropin 1,0ccm 
50proz. Orypan 10ccm 
Kein Speichelflu8. 
Experiment 5. Kaninchen Nr. 2. 
9. VII. 0,004 proz. Nicotin 1,0 ccm 
0,004 proz. Atropin 1,0 ccm intravendés. 
50 proz. Orypan 10,0 com 
Kein Speichelflu8. 
Be Experiment 6. Kaninchen Nr. 3. 
Wag 9. VII. 0,004 proz. Brucin 1,0 ccm 
0,004 proz. Atropin 1,0 ccm intravenés. 
50 proz. Orypan 10,0 com 
Kein Speichelflu8. 


ARR Sg be 








Biochemische Erkennung des Atropins. 


Experiment 8. (Versuch mit Haferextrakt.) 

18. VII. A. Kaninchen, 1330 g. 

50 proz. Haferextrakt 10 ccm intravenés injiziert, sofort Tod unter 
Atemstillstand. 

B. Kaninchen, 2230 g. 

50 proz. Haferextrakt 6 ccm intravendés injiziert. Das Tier vertrug 
diese Dosis und der Speichelflu8 ca. 2 ccm trat auf (6 Minuten lang). 

C. Kaninchen 1350 g. 

20 proz. Haferextrakt 10 ccm intravenés, sofort geringer Speichelflu8. 


Experiment 9. Kaninchen Nr. 1, 1700 g. 
20. VII. 0,004 proz. Veratrin-Alkohol-Wasser-Lésung 1,0 com int 
0,004 proz. Atropin 1,0 com ra 
50 proz. Haferextrakt 6,0 com 
Kein SpeichelfluB. 
Shockerscheinung direkt nach der Injektion; wahrend der Nacht ist 
das Tier gestorben. 
Autopsie: Leichte Triibung der beiden Nieren und geringe Stauung 
der beiden Lungen. 
Experiment 10. Kaninchen Nr. 4, 1450 mg. 
20. VII. 0,004 proz. Codeinum phosphoric. 1,0 ccm 
0,004 proz. Atropin 1,0 com ? intravendés, 
25 proz. Haferextrakt 10,0 com 
Kein Speichelflu8. 
Experiment 11. Kaninchen Nr. 6, 1900 g. 
22. VII. 0,004proz. Colchicin 1,0 cem 
0,004 proz. Atropin 1,0 com ¢ intravends. 
25 proz. Haferextrakt 10,0 ccm | 
Kein SpeichelfluB. 
Experiment 12. Kaninchen Nr. 7, 1580 g. 
22. VIL. 0,004 proz Digitalin 1,0 ccm 
0,004 proz ‘Atropin 1,0 ccm ¢ intravenés. 
25proz Haferextrakt 10.0 ccm j 


Nach einer Stunde ist das Tier gestorben, keine deutlichen patholo- 
gisch-anatomischen Befunde. 


Experiment 13. A. Kaninchen Nr 8, 1850 g 
22. VII. 0,004 proz, Aconitin. nitric. 1,0 ccm 
0,004 proz. Atropin 1,0 ccm 
Sofort nach der Injektion Atemstillstand. 


B. Kaninchen Nr. 6. 
25 proz. Haferextrakt. 10,0 com 
0,004 proz. Aconitin 0,5 ccm ¢ intravends 
0,004 proz. Atropin 1,0 com 
Kein SpeichelfluB. 


intravenés. 
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Experiment 14. Kaninchen Nr. 4. 
22. VII. 0.004 proz. Apomorphin. hydrochloric, 1,0 ccm 
0,004 proz Atropin 1,0 cem sintravenés. 
25 proz. Haferextrakt 10,0 com 
Kein Speichelflu8. 


Experiment 15, Kaninchen Nr. 4. 
24. VII. 0,004 proz. Narcotin. chlorhydrat. 1,0 ccm 
0,004 proz. Atropin 1,0 com ¢ intravenés. 
25 proz. Haferextrakt 10,0 ccm 
Kein SpeichelfluB. 


Experiment 16. Kaninchen Nr. 9, 1780 g. 


24. VII. 0,004 proz. Delphinin- Alkohol-Wasserliésung 1,0 ccm 
(mit einigen Tropfen HCl angesiuert und 


mit Natronlauge fast ganz neutralisiert) aed 
0,004 proz. Atropin 1,0 com 
25 proz. Haferextrakt 10,0 ccm 
Kein SpeichelfluB. 
Experiment 17. Kaninchen Nr. 10, 1550 g. 
18. VIII. .0,004 proz. Thebain 1,0 com 
0,004 proz. Atropin 1,0 com ¢ intravenés. 
20 proz. Haferextrakt 10,0 ccm j 
Kein Speichelflu8. 
Experiment 18. Kaninchen Nr. 11, 1450 g. 
18. VIII. 0,004 proz. Papaverin. hydrochloric 1,0 ccm 
0,004 proz. Atropin 1,0 com intravenés. 
25 proz. Haferextrakt 10,0 com 
Kein SpeichelfluB. 
Experiment 19. Kaninchen Nr. 10. 
19, VIII. 0,004 proz. Cocain. hydrochloric. 1,0 ccm 
0,004 proz. Atropin 1,0 com intravendés. 
25 proz. Haferextrakt 10,0 com 


Kein Speichelflu8. 


Experiment 20. Kaninchen Nr. 11. 
20. VIII. 0,004 proz. Emetin 1,0 com 
0,004 proz. Atropin 1,0 com 7 intravenés. 
25 proz. Haferextrakt 10,0 ccm 

Kein SpeichelfluB. 

Aus den oben erwahnten Versuchen ist leicht ersichtlich, daB 
die Atropin-Orypan-Reaktion von keinen anderen Alkaloiden der 
zweiten Gruppe des Stas - Ottoschen Analysenganges beeinfluBt 
wird und als eine neue Priifungsmethode von Atropin besonders 
fiir das gerichtlich-medizinische Verfahren empfohlen werden kann. 

















Blutgasanalysen. V. 
Der Einflu8 der Erdalkalien auf Himoglobin und Zellkolloide. 


Von 
H. Straub und KI. Meier. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der Universitit Miinchen und der medi- 
zinischen Poliklinik der Universitat Halle a.S. 


(Eingegangen am 4. Juni 1920.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Seit langem ist es bekannt, daB das Haimoglobin in deutlich 
alkalischen Lésungen als Saure auftritt, daB es bei Verminderung 
der Basizitait der Lésung die Eigenschaften einer Siure verliert 
und schlieBlich in deutlich saurer Lésung die Eigenschaften einer 
Base bekommt. Man hatte friiher diese Beobachtung dadurch 
erklart, daB man Hamoglobin als Ampholyten auffaBte, der in 
basischer Lésung ein Wasserstoffion abdissoziiert und so die 
Eigenschaften einer Saure entfaltet. Mit Zufiigung von Saure 
zur Lésung wird nach dieser Auffassung die Sauredissoziation 
des Haimoglobins zuriickgedrangt, bis schlieBlich das Himoglobin 
mehr und mehr Hydroxylionen abdissoziiert, wodurch es die 
Eigenschaften einer Base bekommt. Der ganze Vorgang ge- 
schieht ohne sprungweise Zustandsinderung in ganz allmihlichem 
Ubergang. Der Sauregrad, bei dem eine beschrankte und gleich 
groBe Anzahl von Himoglobinmolekiilen Wasserstoffionen und 
Hydroxylionen abgespalten haben und bei dem gleichzeitig die 
Hauptmasse der Himoglobinmolekiile weder in der einen noch 
in der andern Form dissoziiert, sondern elektrisch ungeladen in 
der Lésung enthalten ist, heiBt isoelektrischer Punkt des Hiimo- 
globins. Er wurde von Michaelis?) durch Kataphorese bestimmt 
und liegt bei der Wasserstoffzahl pg % 6,74. 


1) L. Michaelis u. H. Davidson, diese Zeitschr. 41, 102. 1912. 
Biochemische Zeitschrift Band 109. 4 
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Als wir nun") bei unseren Blutgasanalysen diesen Vorgang 
der Entladung und Umladung des Hiamoglobins, d.h. seines 
Ubergangs von sauren zu basischen Eigenschaften quantitativ 
verfolgten, kamen wir zu der Uberzeugung, daB die geschilderte, 
bisher allgemein anerkannte Vorstellung mit den Tatsachen 
unvereinbar sei. Wenn wir die Aciditaét der Lésung durch Zu- 
titrieren von Kohlensiure, also einer sehr schwachen Saure, ganz 
allmahlich anderten und dabei das Kohlensiurebindungsvermégen 
der Lésung beobachteten, so fanden wir, daB sich die Lésung 
so verhielt, als ob das Himoglobin eine starke Saiure wire, deren 
Salze in der Lésung ganz oder jedenfalls vorwiegend dissoziiert 
sirid: « Dieser ‘Zustand blieb unverandert bestehen bis zu’ dem 
Augenblick, in dem durch Zafigen ausreichender Kohlensaure- 
mengen die Wasserstoffzahl py = 7,00 erreicht wurde. In die- 
sem Augenblick zeigte die Kohlensiurebindungskurve plétzlich 
eine Unstetigkeit. Sie bog in scharfem Knick aus ihrem urspriing- 
lichen, Verlauf ab und folgte einer Linie, die nach unserer Uber- 
zeugung der Wasserstoffzahl p, = 7,00 entspricht. Wenn dann 
im Verlauf dieser Linie so viel Koblensiure mehr aufgenommen 
ist, daB pro Mol Hamoglobin ein Mol Kohlensiure gebunden ist, 
dann nahm die Kohlensiurebindungskurve mit einer neuen Un- 
stetigkeit die urspriingliche Richtung wieder auf. Nach unserer 
Meinung konnte diese Beobachtung nur so gedeutet werden, 
daB das Himoglobin bei der ganz scharf bestimmten Wasser- 
stoffzahl pz = 7,00 ploétzlich seine negative elektrische Ladung, 
die ihm Saureeigenschaften verleiht, verliert und elektrisch 
neutral wird. Die Wasserstoffzahl 7,00 kann nicht iiberschritten 
werden, ehe alle Haimoglobinmolekiile ihre Ladung verloren 
haben. Wir waren uns bewuBt, daB es bisher keine Analogie fir 
diesen von uns angenommenen Vorgang, gibt und daf es immer 
miBlich ist, bei einem Naturvorgang eine wirkliche Unstetigkeit, 
eine sprungweise Zustandsinderung anzunehmen, die wohl nur 
unter der Annahme eines Umbaus in der inneren Anordnung 
des Himoglobins verstanden werden kann. Allein wir sahen 
keine Méglichkeit, unsere Beobachtungen auf andere Weise zu 
deuten. Und ahnliche Unstetigkeiten sind doch auch sonst in. 
der Natur bekannt, z. B. beim Ubergang in einen andern Aggregat- 
zustand. 

3) H. Straub u. Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305. 1918. 
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Bei der groBen Schwierigkeit der Deutung unserer Befunde, 
die uns ja auch beziiglich des zugrunde gelegten Vorgangs vor 
ein von uns nicht geléstes Ritsel stellen, begriiBen wir es sehr, 
daB ein auf diesem Gebiete so besonders erfahrener Forscher 
wie L. Michaelis!) unsere Uberlegungen nachgepriift hat. Wir 
erhoffen von einer Besprechung dieser Fragen eine weitere Klarung 
des schwierigen Gebietes auch dann, wenn wir nicht in der Lage 
sind, uns die von Michaelis vorgetragenen Anschauungen zu 
eigen zu machen. Bei der prinzipiellen Bedeutung der Frage 
scheint es uns notwendig, das Problem nochmals eingehend zu 
besprechen. 

Das von uns zur Bestimmung der Wasserstoffzahl unserer 
Lésungen beniitzte Verfahren von Hasselbalch?) berubt auf 
dem Massenwirkungsgesetz, das in seiner einfachsten Form fiir 
(*)(HO0,) _ x 

[COs] 
(Gleichung 1). Nach dieser Gleichung la®t sich die Wasserstoff- 
zahl [H*] berechnen, wenn die scheinbare Dissoziationskon- 
stante*) der Kohlensiure bekannt ist und die Konzentration der 
freien ({CO,]) und der dissoziierten ([HCO;] Kohlensiure bestimmt 
wird, die spaiter in der Form der ,,gebundenen‘‘ Kohlensiure in 
Salzlésungen wiederkehrt. Die Konzentration der freien Kohlen- 
siure wird aus dem Kohlensauredruck der Atmosphire bestimmt, 
mit der sich die Lésung in Gleichgewicht befindet, die dissoziierte 
(gebundene) Kohlensiure durch Gasanalyse, die die gesamte in 
der Lésung enthaltene Kohlensiure ({(CO,] + [HCO;]}) zu ermit- 
teln gestattet. Um die Gleichung aufzulésen, ist also die Kenntnis 
des Absorptionskoeffizienten « der Kohlensiure in der Lésung 
und die Kenntnis der Dissoziationskonstanten der Kohlensiure 
erforderlich. Unter Kenntnis dieser Konstanten kann man in 
einem Koordinatensystem, in dem die durch Gasanalyse ermit- 
telten. Volumprozente der in der Lésung enthaltenen Kohlen- 
siure als Ordinaten, die Kohlensiurespannung als Abszisse 
eingetragen ist, ein Liniensystem ziehen, das strahlenférmig vom 


Lésungen von Kohlensiure in Wasser lautet: 


1) L. Michaelis, Uber die Analyse des CO,-Gleichgewichts im Blute 
nach H. Straub und Kl. Meier. Diese Zeitschr. 103, 53. 1920. 

2) K. A. Hasselbalch, diese Zeitechr. 78. 112. 1916. 

3) Vgl. L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914. 
8. 12. 
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Koordinatenanfangspunkt ausgeht und geradlinig verliuft. 
Solche Linien verbinden in dem einfachen Fall der Kohlensiure 
in wasseriger Lésung Punkte, an denen die gleiche Wasserstoff- 
zahl herrscht (geometrische Lésung obiger algebraischer Glei- 
chung 1). Wir haben in unserem Koordinatensystem Linien nach 
dem geschilderten Prinzip eingetragen und sie als Linien gleicher 
Wasserstoffzahl bezeichnet. Michaelis') schligt fir dieses 
Liniensystem den Namen Isohydren vor, wir méchten aber lieber 
bei unserer etwas umstindlicheren Ausdrucksweise bleiben, die 
wir mit Vorbedacht nicht gekiirzt haben, um verstiindlich zu 
bleiben. 

Die Verhiltnisse werden verwickelter, wenn neben der 
Kohlensaure auch noch kohlensaure Salze in Liésung sind. Obige 
Gleichung (1) bleibt zu Recht bestehen. Aber es ist jetzt nicht 
mehr die gesamte ,,gebundene Kohlensiure“ als Bicarbonation 
in Lésung, sondern ein Teil als undissoziiertes Alkalibicarbonat. 
In welchem Verhiltnis sich die gebundene Kohlensiure auf 
Jonen und undissoziiertes Bicarbonat verteilt, hangt von der 
Natur der Basen und von der Salzkonzentration ab. Neben der 
Gleichung (1) gilt also jetzt fiir die Lésung auch die weitere 

[HCO;] EP age : 
[HCO;] + [Alk HCO,] = 06 (2), wobei 6 den Disso- 
ziationsgrad der in Lésung befindlichen Alkalibicarbonate, 
d. h. das Verhaltnis der Bicarbonationen [HCO;] zu der ge- 
samten gebundenen Kohlensiiure [HCO;] + [undissoziiertes Al- 
kalibicarbonat] bedeutet. Um aus den Bestimmungen der Kohlen- 
sdurespannung und des Volumprozentgehaltes an Kohlensiure 
die Wasserstoffzahl nach Gleichung (1) zu berechnen, ist also 
jetzt noch die Kenntnis des Dissoziationsgrades 6 der in der 
Lésung enthaltenen Bicarbonate erforderlich. Die Base, mit der 
im Blute Bicarbonate gebildet werden, besteht hauptsichlich aus 
Natrium, in geringeren Mengen aus Kalium, Calcium und viel- 
leicht aus EiweiSstoffen. Solange es sich um die starken Basen 
Natrium, Kalium, Calcium handelt, kann der Dissoziationsgrad 
einheitlich aufgefaBt werden. Er betrigt im Blute ungefahr 0,8. 
Hasselbalch hat den Dissoziationsgrad der im Blute enthal- 
tenen Bicarbonate iibereinstimmend mit reinen Bicarbonat- 
lésungen gefunden, in solchen Bicarbonatlésungen genauer er- 





Gleichung 





1) L. Michaelis, diese Zeitschr. 103, 54. 1920. 
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mittelt und daraus eine Formel aufgestellt, die Gleichung (1) 
und (2) verbindet und die Berechnung der Wasserstoffzahl ge- 
stattet. Unsere etwas gekriimmt verlaufenden Linien gleicher 
Wasserstoffzahl sind nach dieser Gleichung Hasselbalchs 
berechnet. Durch Vergleich mit direkten Bestimmungen der 
Wasserstoffzahl mit Hilfe der Gaskette hat Hasselbalch nach- 
gewiesen, daB seine Uberlegung fiir die komplizierte Blutlésung 
Geltung_ besitzt. 

Die Richtigkeit unserer Linien gleicher Wasserstoffzahl hangt 
also davon ab, wie genau der Absorptionskoeffizient « der 
Kohlenséure und der Dissoziationsgrad 5 der Bicarbonate be- 
kannt ist. Sind die von Hasselbalch angegebenen GréBen 
dieser Konstanten fiir die von uns untersuchten Verhiltnisse 
nicht geniigend genau, so wird sich daraus eine kleine Verschie- 
bung unserer Linien gleicher Wasserstoffzahl ergeben. Fir die 
prinzipielle Deutung unserer Versuche sind solche méglicherweise 
notwendigen kleinen Korrekturen belanglos. Es liegt uns aber 
daran, alle Fehlerméglichkeiten  riickhaltlos darzustellen. 
Michaelis!) wendet nun ein, da® der leicht gekriimmte Verlauf 
unserer Linien den Tatsachen nicht ausreichend Rechnung tragt, 
weil der Dissoziationsgrad 6 nicht nur von der Bicarbonat- 
konzentration, sondern von der Konzentration aller in Lésung 
befindlichen Salze abhingt. Wir halten diesen Einwand gegen 
die Darstellung Hasselbalchs im Prinzip fir berechtigt und 
glauben, da8 dadurch unsere Linien in ihrem starker gekriimmten 
Teil eine kleine Abinderung erfahren miiBten. Da wir aber den 
genauen Grad der notwendigen, vermutlich nicht sehr bedeuten- 
den Korrektur nicht kennen, behalten wir bis auf weiteres unsere 
bisherigen, nach der urspriinglichen Gleichung Hasselbalchs 
gezogenen Linien bei. Praktisch ist der Einwand Michaelis’ 
fast vollkommen belanglos, weil der erste, etwas gekriimmte Teil 
des Liniensystems fiir die Bestimmungen kaum Verwendung fin- 
det. Darauf hat auch Michaelis schon hingewiesen. 

Michaelis glaubt nun trotz unserer Kurven an seiner ur- 
spriinglichen Vorstellung vom Hamoglobin als einem Ampholyten 
festhalten zu kénnen, indem er annimmt, daB fiir die von uns 
untersuchten Verhiltnisse unser Liniensystem nicht mehr Linien 
gleicher Wasserstoffzahl verbinde, weil die Bestimmung des 

1) L. Michaelis, diese Zeitschr. 103, 54. 1920. 
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Dissoziationsgrades 6 versage. Die Wasserstoffzahl py = 7,00 
herrsche nur am Beginn des von uns gefundenen Knicks der 
Kohlensdurebindungskurve, am Schlusse des Knicks sei py 
nicht = 7,00, wie wir meinen, sondern ,,wahrscheinlich** = 6,53. 
Der Einwand von Michaelis erscheint uns so wichtig, daB wir 
uns seine Méglichkeit von allen Seiten iiberlegt haben. 

Die von uns festgestellte Tatsache, daB in dem von uns 
gefundenen ,,Knick“’ pro Mol Hamoglobin ein Mol Kohlensiure 
gebunden wird, deutet Michaelis in der Weise, daB die Kohlen- 
siure nun nicht mehr nur als Natriumbicarbonat gebunden 
werde, sondern auch als Himoglobinbicarbonat. Hiamoglobin 
betrachtet Michaelis in diesem Zusammenhang als schwache 
Base und schlieBt daraus, daf das Hamoglobinbicarbonat : als 
Salz einer schwachen Base mit einer schwachen Saure anders 
dissoziiere als Natriumbicarbonat, d.h. daB es vorwiegend in 
undissoziierter Form vorhanden sei. Der Dissoziationsgrad 6 
ist dann natiirlich ein anderer als fir das Natriumbicarbonat. 
Die gebundene Kohlenséure besteht dann nicht mehr nur aus 
[HCO;] + [NaHC0,], sondern es kommt dazu noch undissoziiertes 
[Hb—HCO,]. 

Nehmen wir diese Uberlegung von Michaelis als richtig an 
und verfolgen sie quantitativ an der Hand unserer Kurven! 
Wir legen den extremsten Fall zugrunde, daB alles Hamoglobin- 
bicarbonat undissoziiert sei. Dann brauchen wir dieses nur von 
der gesamten gebundenen Kohlensiure abzuziehen und kénnen 
dann wieder aus den Gleichungen (1) und (2) die nunmehr richtige 
Wasserstoffzahl berechnen. Die Menge des méglicherweise auf- 
tretenden Himoglobinbicarbonats ist aus dem Kurvenverlauf 
d.h. aus der Héhe der durch den Knick bedingten Stufe, und 
aus den in der Lésung jedesmal vorgenommenen Hamoglobin- 
bestimmungen gleichermafen bekannt. Fiihren wir diese Be- 
rechnung in Abb. 1, Kurve 1 unserer friiheren Mitteilung!) aus! 
Der Knick beginnt in diesem Versuche bei der Kohlensiure- 
spannung 92 und der Kohlenséurekapazitét 60%. Hier herrscht 
die Wasserstoffzahl 7,00. Der Knick endigt bei der Kohlensaure- 
spannung 122 mit 80 Volum-% Kohlensiurekapazitit. Ziehen 
wir die wahrend des Knicks mehr gebundenen 17,5 Volum-% 
Kohlensiure als ,,Haimoglobinbicarbonat‘‘ ab, so sind am Ende 

1) H. Straub u. Kl Meier, diese Zeitschr. 90, 305. 1918. 
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des Knicks noch 62,5 Volum-% Kohlensiure als Natriumbicarbo- 
nat in Lésung. Durch Anbringung dieser Korrektur erhalten wir 
demnach am Ende des Knicks als auBersten nach: der Annahme 
von Michaelis tiberhaupt méglichen Wert die Wasserstoffzahl 
6,89, der sich nur verhialtnismaBig wenig von dem von uns an- 
genommenen Werte 7,00 unterscheidet und weit von dem Werte 
6,53 entfernt bleibt, den Michaelis an dieser Stelle (NB. ohne 
rechnerische Begriindung!) vermutet und notwendig braucht, 
wenn seine Auffassung richtig sein soll. Fihren wir dieselbe 
Berechnung ebenso fiir die viel tiefer liegende Kurve 5 derselben 
Abbildung durch, so erhalten wir fiir den Endpunkt des Knicks 
statt der von uns angenommenen Wasserstoffzahl 7,00 den Wert 
6,67, der sich dem von Michaelis vermuteten Wert nihert, aber 
ihn nicht erreicht. Ist mit dieser Betrachtungsweise etwas ge- 
wonnen? Nach unserer Annahme liegt der Endpunkt des Knicks 
‘in allen Fallen bei der Wasserstoffzahl 7,00, unter Zugrunde- 
legung der von Michaelis geforderten Korrektur je nach Lage 
der Kurve bald bei 6,89, bald bei 6,67, niemals aber bei dem 
geforderten Werte 6,53. An Stelle der GesetzmaBigkeit tritt 
damit Willkiir, an Stelle der Ordnung Unordnung, ohne dai 
doch die Tatsachen mit den Forderungen der Theorie in Einklang 
zu bringen waren. Da wir die genaueren, hochliegenden Kohlen- 
siurebindungskurven unseren Uberlegungen vorwiegend  zu- 
grunde legen miissen, bleiben wir von dem von Michaelis ge- 
forderten Werte der Wasserstoffzahl am Ende des Knicks weit 
entfernt, so weit, daB keine Méglichkeit der Verséhnung besteht. 
Dies ist der erste Grund, weshalb wir die von Michaelis vor- 
geschlagene Lésung fiir unméglich halten. 

Um unsere Beobachtungen mit seiner Theorie in Einklang 
zu bringen, braucht Michaelis ferner unbedingt notwendig den 
Satz (l.c. 8.57): ,,Natiirlich wird sich bei gentigend genauer 
Messung der Knick zu einer etwas sanfteren Kurve abrunden, 
und man kann keinesfalls wirkliche Unstetigkeiten erwarten.* 
Zu Beginn unserer Untersuchungen standen auch wir selbst- 
verstindlich auf diesem Standpunkte. Wir waren uns bewubt, 
daB die Fehlerbreite unserer Methode eine recht erhebliche ist. 
Da nun auBerdem hiufig kein tatsichlich bestimmter Punkt 
genau in den Ecken des Knicks lag, versuchten wir diese Ecken 
abzurunden. Wir verfiigen aber. jetzt iiber mehrere hundert 
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Kohlensaurebindungskurven, in denen der Knick verfolgt wurde. 
Darunter sind recht zahlreiche, in denen ein bestimmter Punkt 
genau in der ‘Ecke des Knicks oder nahe dieser liegt. Was aus 
einer Kurve nicht geschlossen werden darf, glauben wir auf Grund 
unseres sehr groBen Materials mit Bestimmtheit behaupten zu 
dirfen. Es ist nach den tatsichlich bestimmten Werten unmég- 
lich, die Ecken des Knicks nennénswert abzurunden. Die weniger 
wahrscheinliche Méglichkeit allein entspricht den Tatsachen, im 
kurvenanalytischen Sinne besteht tatsichlich eine Unstetigkeit 
an Anfang und Ende des Knicks. Dies ist der zweite Grund, 
weshalb wir die Annahme von Michaelis nicht als richtig an- 
erkennen kénnen. 

Bei alkalischerer Reaktion als pg = 7,00 ist Hamoglobin 
eine Saure, es zeigt entsprechend seiner negativen Ladung ano- 
dische Konvektion. Nach der Vorstellung von Michaelis ist es 
eine schwache Saure, deren Dissoziation mit Zunahme des Saure- 
grades der Lésung mehr und mehr zuriickgedrangt wird. Die 
genaue Dissoziationskonstante der Siure Hiamoglobin ist nicht 
bekannt, nach den Vorstellungen von Michaelis kann sie aber 
nicht allzuweit von der Dissoziationskonstanten der Kohlensaure 
oder der zweiten Dissoziationskonstanten der Phosphorsiure ent- 
fernt sein. Setzen wir also dem Serum geléstes Himoglobin zu, 
so tun wir nach der Vorstellung von Michaelis in physikalisch- 
chemischem Sinne ziemlich genau dasselbe, wie wenn wir dem 
Serum primiares Phosphat zusetzen. Die Kohlensiéurebindungs- 
kurve von Serum + geléstem Hamoglobin mu8 dann im Prinzip 
ebenso verlaufen wie die von Serum + Phosphorsdéure. Den 
Versuch mit Zusatz von Phosphorsiure zu Serum haben wir 
friher?) ausgefiihrt (Abb. 2 der friiheren Mitteilung). Charakte- 
ristisch fiir die Kohlenséurebindungskurve nach Phosphorsiure- 
zusatz ist der ganz allmiahliche Anstieg, der stets steiler bleibt 
als die Linie rein physikalischer Absorption von Kohlensiure. 
Dieser Kurvenverlauf entspricht der allmahlichen Zuriick- 
drangung der Dissoziation der Phosphorséure’ durch Kohlensiure, 
also dem Vorgang, den man als Pufferwirkung der Phosphor- 
siure bezeichnet, Setzt man dagegen dem Serum geléstes Himo- 
globin zu*) (Abb. 1), so ist der Verlauf der Kohlensiurebindungs- 


1) H. Straub u. Kl. Meier, diese Zeitschr. 89, 156. 1918 
*) H. Straub u. Kl. Meier, diese Zeitechr. 90, 305. 1918. 
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kurve ein ganz anderer. Nach einem bogenférmigen Anstieg 
biegt die Kurve in die Richtung ein, die rein physikalischer Ab- 
sorption der Kohlensiure entspricht. Das Hiaimoglobin entfaltet 
keine Pufferwirkung. Wegen dieses von der Phosphorsiurekurve 
ginzlich abweichenden Verlaufs haben wir die Vorstellung ver- 
treten, daB Haimoglobin, das wegen seiner anodischen Konvektion 
sicher eine Siure ist, nicht, wie Michaelis will, eine schwache 
Saure sein kann, sondern daB es eine starke Saure ist, die prak- 
tisch vollkommen dissoziiert zu denken ist. Diese Eigenschaft 
einer Saure verliert dann das Hamoglobin bei Uberschreiten der 
Wasserstoffzahl 7,00 nicht allmahlich, wie die Phosphorsiure, 
sondern plétzlich, sprungweise. Der Vergleich mit der Phosphor- 
siurebindungskurve ist der dritte Grund, der mit der Anschauung 
von Michaelis nicht in Einklang zu bringen ist. 

Nach der Vorstellung von Michaelis ist das Hamoglobin 
zunachst eine Saure. Bei pg = 7,00 beginnt es seine saure Eigen- 
schaft zu verlieren und wahrend des von uns gefundenen Knicks 
schlieBlich basische Eigenschaften anzunehmen. Dabei laBt die 
Saure erst das von ihr gebundene Alkali los, um dann als Base 
selbst Kohlensiéure zu binden. Wenn der ganze Vorgang durch- 


laufen ist, mtissen also pro Mol Hamoglobin zwei Molen Kohlen- 
siure gebunden werden. Nach Michaelis lauft dieser Vorgang 
wahrend des Knicks ab. Nun wird aber nach unseren Feststel- 


lungen im Knick pro Mol Hamoglobin nur ein Mol Kohlensiure 
gebunden. Dies ist der vierte Grund, der der Deutung von 
Michaelis widerspricht. 

Bei weiterem Verfolg der Kohlensiurebindungskurve findet 
sich ein zweiter Knick, der der Wasserstoffzahl 6,39 folgt und 
in dem wieder pro Mol Hamoglobin ein Mol Kohlensaure ge- 
bunden wird. Nach unserer Meinung bekommt das Haimoglobin 
erst in diesem Knick basische Eigenschaften. Dadurch wird der 
zweite Knick gut erklart, waihrend er in der Vorstellungsweise 
von Michaelis keinen Platz hat. Die beiden Wasserstoffzahlen 
7,00 und 6,39, zwischen denen nach unserer Meinung das Himo- 
globin nur in ungeladener Form, nicht ionisiert, existenzfahig 
ist, umrahmen den von Michaelis festgestellten isoelektrischen 
Punkt des Hamoglobins bei der Wasserstoffzahl 6,74 in ausge- 
zeichneter Weise. Dies ist der fiinfte Grund, der gegen die Deu- 
tung von Michaelis geltend gemacht werden muB. 
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Nach der Auffassung von Michaelis entsteht der Knick 
der Kohlensiurebindungskurve dadurch, daB bei der Wasser- 
stoffzahl 7,00 Haimoglobinbicarbonat gebildet wird. Nach seinen 
eigenen Feststellungen hat aber das Hiimoglobin bei dieser Wasser- 
stoffzahl noch vorwiegend saure Eigenschaften. Statt also als 
Base zu funktionieren, die Kohlensiure bindet, mu8 es vielmehr 
als Saure gelten, die in ihrer Dissoziation zuriickgedrangt wird 
und der Kohlensiure das von ihr gebundene Alkali zur Ver- 
fiigung stellt. Die alkalischen Valenzen sind aber vor allem 
Natriumionen und andere Ionen starker Basen. Es entsteht also 
nicht das Salz einer schwachen Base, des Himoglobins, mit 
Kohlensaure, sondern es entsteht in dem Knick Natriumbicarbo- 
nat. Fir dieses ist aber der Dissoziationsgrad richtig bestimmt. 
Das hat auch schon Hasselbalch!) nachgewiesen. Eine Ande- 
rung im Dissoziationsgrad des Bicarbonats, den Michaelis wiah- 
rend des Knicks vermutet, tritt gar nicht auf. Eine Bindung 
von Hamoglobin in basischer Eigenschaft mit Kohlensiure kommt 
noch nicht in Betracht, sie findet sich erst im zweiten Knick 
bei py = 6,39. Die Vermutung von Michaelis, daB die von 
uns gezogenen Linien gar nicht Linien gleicher Wasserstoffzahl 
seien, ist unzutreffend, weil die Voraussetzung, das Auftreten des 
hypothetischen undissoziierten Hamoglobinbicarbonats oder eines 
anderen undissoziierten Bicarbonats, nicht haltbar ist. Dies ist 
der sechste Grund, der die Deutung von Michaelis unannehmbar 
macht. 

Ats den hier nochmals ausfihrlich erérterten Griinden 
haben wir uns bei unserer fritheren Veréffentlichung entschlossen, 
die an sich wahrscheinlichste Auffassung von Michaelis, dab 
das Himoglobin sich wie ein Ampholyt verhalte, zu verlassen 
und zu behaupten, daB die Entladung und die positive Auf- 
ladung des Hiamoglobins unstetig, bei einer ganz scharf be- 
stimmten Wasserstoffzahl erfolge. 

Aus den angefiihrten Griinden vermégen wir von unserer 
Vorstellung nicht abzugehen und halten sie gegeniiber der Kritik 
von Michaelis in vollem Umfange aufrecht. Wir bestehen 
darauf, daB die Abb. 2 unserer friiheren Mitteilung?) die beob- 
achteten Tatsachen richtig deutet und da8 die von uns an diese 


1) K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 78, 112. 1916. 
*) H. Straub u. KIL. Meier, diese Zeitschr. 90, 305. 1918. 
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Betrachtung gekniipften Ausfiihrungen zutreffen. Fiir die Er- 
klirung des der Erscheinung zugrunde liegenden Vorgangs er- 
bitten wir nach wie vor weitere Unterstiitzung von anderer Seite. 

Fir die theoretische Auswertung der weiteren Beobach- 
tungen, die wir’) an die Lage des Knicks gekniipft haben, ist 
das klare Verstindnis des zugrunde liegenden Vorganges nicht 
erforderlich. Es ist gleichgiiltig, ob man diesen Uberlegungen 
die Vorstellung von Michaelis oder die unsrige zugrunde legt. 
Nur die absolute GréBe der von uns angegebenen Wasserstoff- 
zahlen wiirde sich verschieben. Der EinfluB anderer Ionen als des 


Wasserstoffions auf den Entladungsvorgang des Hamoglobins 


kann deshalb unabhangig von der zugrunde gelegten Auffassung 
untersucht werden. 

In weiteren Versuchsreihen') hatten wir festgestellt, daB die 
roten Blutkérperchen fiir bestimmte Ionen, insbesondere die 
Chlorionen, undurchgingig sind, solange die Lésung, in der die 
Korperchen suspendiert sind, eine bestimmte Wasserstoffzahl 
nicht iiberschreitet. Béi Uberschreiten dieser Wasserstoffzahl 
aber werden die Zellen plétzlich fiir die gepriiften Ionen durch- 
gangig, so daB diese Ionen nunmehr mit dem im Zellinnern ein- 
geschlossenen Himoglobin in Reaktion treten kénnen. Auch 
diese plétzlich auftretende Durchgiingigkeit der Zellen war als 
ein Entladungsvorgang an den Zellkolloiden aufgefaBt worden, 
der offenbar vollkommen analog dem Entladungsvorgang des 
Hamoglobins verlauft. 

Das die Entladung bewirkende Ion war das Wasserstoffion. 
Waren auBer diesem nur Natrium-, Chlorid- und Bicarbonationen 
in der Lésung zugegen, so erfolgte die Entladung stets bei einer 
charakteristischen Wasserstoffzahl, die fiir Hamoglobin allein bei 
7,00, fiir die Zellkolloide bei py = 6,67 lag. 

Neben dem Wasserstoffion erwiesen sich aber auch andere 
in Lésung befindliche Ionen als wirksam. Ex zeigte sich, daB die 
Alkalikationen die Wirkung des Wasserstofiions unterstiitzen, 
so daB die Entladung von Hiaimoglobin und Zellkolloid schon bei 
alkalischerer Reaktion eintritt. Dieses das Wasserstoffion unter- 
stiitzende Prinzip war mit dem Buchstaben b bezeichnet wor- 
den. Es ergab sich, da8B dieses Prinzip zunimmt in der Reihe 
Li = Na <K < Rb <Cs, und zwar vom Natrium an in geome- 

1) H. Straub u. KL Meier, diese Zeitschr. 98, 205 u. 228. 1919. 
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trischer Progression. Diese gesetzmaBige Progression innerhalb 
der ersten Reihe des periodischen Systems der Elemente schien 
auf Eigenschaften der untersuchten Ionen hinzuweisen, die mit 
der physikalisch-chemischen Konstitution der Materie in Be- 
ziehung stehen. 

Als bemerkenswerte Tatsache hatte sich ferner noch er- 
geben, daB in der Wirkung auf das Himog’obin das biologisch 
besonders wichtige Kalium aus der Reihe fallt, da es keine starkere 
Wirkung entfaltet als Natrium. Rubidium aber ist entsprechend 
seiner Wirkung auf die Zellkolloide auch am Himoglobin doppelt 
so weit von Natrium entfernt, als die in der Reihe sich unmittel- 
bar folgenden Elemente. Die Kaliumwirkung auf Haimoglobin 
bedeutet demnach tatsiichlich eine Liicke in der Reihe. Ferner 
hatte sich auch bei Priifung des Ammoniumions das Prinzip b 
in besonders wirksamer Form nachweisen lassen, jedoch nur bei 
niedrigen Ammoniumkonzentrationen. Bei Steigerung der Am- 
moniumkonzentration aber ging die Wirkung des Prinzips b 
wieder zuriick, was wir auf ein antagonistisches, dem Wasser- 
stoffion entgegengesetztes Prinzip a bezogen, das in niedriger 
Konzentration gegeniiber dem schon wirksamen Prinzip b zuriick- 
tritt, bei hoher Konzentration aber das Ubergewicht tber b 
bekommt. 

Die Ausdehnung unserer Untersuchungen auf die Erd- 
alkalien, tiber die in dieser Mitteilung berichtet werden soll, 
ergab in der zweiten Reihe des periodischen Systems etwas ver- 
wickeltere Verhiiltnisse als in der ersten. Die Versuche wurden 
unter genauer Einhaltung der friher geiitbten Technik durch- 
gefihrt. Der EinfluB der Konzentration des gepriften Ions 
auf die Wirkung trat noch stirker als bei den Alkalien zutage. 
Deshalb muB8ten etwas gréBere Versuchsreihen wenigstens fir die 
wichtigsten Ionen angesetzt werden. Die rein beschreibende Ver- 
wendung der beiden Prinzipien a und b, sowie das beim Am- 
monium gefundene Gesetz, daB bei niedriger Ionenkonzentration b, 
bei héherer a iiberwiegt, erméglichten vollkommene Klarung der 
Verhiltnisse auch bei den Erdalkalien. 

Es zeigte sich, daB auch die Erdalkalien auf die zwei ge- 
priften Kérper Haimoglobin und Zellkolloid in derselben Weise 
wirken und daB auch den Elementen der zweiten Reihe des perio- 
dischen Systems eine prinzipieH gleichartige Wirkung auf kolloi- 
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dale Ladungen zukommt. In der Art der Wirkung aber unter- 
scheiden sich die Erdalkalien grundsitzlich von den Alkalien. 
Die ersten Versuche, die wir anstellten, schienen zu ergeben, 
daB die Wirkung aller Erdalkalien der der Alkalien gerade ent 
gegengesetzt ist. Wahrend bei den Alkalien nur das Prinzip b 
nachweisbar war, fand sich bei den Erdalkalien das Prinzip a. 
Diese Beobachtung schien biologischen Erfahrungen gut zu ent- 
sprechen und den Antagonismus des biologisch wichtigen Cal- 
ciumions gegen das Kaliumion zu erkliren. Nun hatten aber 
schon bisher manche Beobachtungen darauf hingewiesen, daB 
kein so ganz reiner Antagonismus dieser beiden Ionen vorliegt, 
sondern da sie unter bestimmten Voraussetzungen sich auch 
unterstiitzen kénnen. Bei Prifung von Elektrolytkombinationen 
machten wir die ersten damit tibereinstimmenden Beobachtungen. 
Die dadurch veranlaBte Priifung sehr niedriger Konzentrationen 
der Erdalkalikationen brachte uns dann volle Aufklirung. 

Wieder erwies es sich, daB unsere friiheren orientierenden 
Versuche tiber die Wirkung von Erdalkaliionen auf das Himo- 
globin zur Klarung der Verhiltnisse nicht ausreichten. In einigen 
Versuchen mit Calcium hatte sich keine Wirkung auf Hamo- 
globin ergeben. Ein Bariumversuch dagegen schien auf eine 
gewisse Wirksamkeit des Bariumions hinzuweisen. Diese friiheren 
Feststellungen mu8ten durch Vermehrung der Versuche’ und 
Anwendung verschiedener Ionenkonzentrationen erginzt werden. 
Magnesium und Strontium waren bisher itiberhaupt nicht unter- 
sucht worden. Zu den Himolyseversuchen wurde das Blut bei 
allen Versuchen mit Erdalkalien defibriniert, die Erdalkalien 
wurden als Chloride zugesetzt und mit Saponin hamolysiert. Bei 
den Versuchen an den Zellkolloiden wurde ein Teil des Chlor- 
natriums der Waschfliissigkeit durch Erdalkalichloride in der 
Weise ersetzt, daB Isotonie gewahrt blieb. Wir teilen zunichst 
die Versuchsergebnisse mit, die wie friiher im Anhang in Tabellen- 
form zusammengestellt sind. 


I. Magnesium. 
a) Wirkung auf das Himoglobin. 

In 4 Versuchen wurden defibriniertem Blute wechselnde Mengen von 
Magnesiumchlorid zugesetzt und himolysiert. Bei der niedrigsten Kon- 
zentration (Abb. 1, Ringe, Tabelle 1) von 0,0002 Mol. ergab sich keine 
Verschiebung der Lage des Haimoglobinknicks. Die drei bestimmten Werte 
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liegen bei py = 7,00 -+- 0,01. Mit 0,001 Mol Magnesiumchlorid (Abb. 1, 
Punkte, Tabelle 2) dagegen wird der Knick deutlich verschoben. Erst bei 
deutlich sauerer Reaktion, p, = 6,90, tritt der Knick auf. Mit weiterer Er- 
héhung der Magnesiumkonzentration auf 0,005 Mol (Abb. 1, liegende 
Kreuze, Tabelle 3) verschiebt sich der Knick noch weiter nach der sauren 
Seite, auf p, = 6,81. Damit ist aber offenbar die maximale Wirkung 
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Orereeees © Versuch 1. MgCl, 0,0002 Mol. 
e----- e Versuch 2. MgCi, 0,001 Mol. 
X-e-e- < Versuch 8, MgC), 0,005 Mol. 
+ ————- + Versuch 4. MgCl, 0,08 Mol. 


Abb. 1. Kohlensdurebindungskurven von Hiamolyseblut mit Zusatz von Magnesium- 
chlorid. Abszisse: Partiardruck der Kohlenséiure in mm Hg. Ordinate: Kohlensiure- 
kapazitét in Volumprozenten. Schraffiertes Dreieck am Unterrande: physikalisch absor- 
bierte Kohlensiure. Die von der linken unteren Ecke ausgehenden Kurven verbinden 
Punkte gleicher Wasserstoffzahl. ©, e, <, + tatsichliche Bestimmungen. 


erreicht, denn. bei weiterer, sehr erheblicher Erhéhung der Konzentration 
auf 0,03 Mol (Abb. 1, stehende Kreuze, Tabelle 4) andert sich die Lage 
des Knicks nicht mehr. Magnesium entfaltet also eine deutliche Wirkung 
auf die Ladung des Himoglobins, die der des Wasserstoffions antago- 
nistisch ist. Wir haben diese Wirkung als Prinzip a bezeichnet. Auch darin 
stimmt die Magnesiumwirkung mit friiheren Beobachtungen iiberein, daB 
bei sehr niedrigen Konzentrationen die Wirkung unmerklich ist, daB sie 
mit Steigerung der Konzentration allmahlich wichst bis zu einem Maximum, 
auf dem sie verharrt. 


b) Wirkung auf die Zellkolloide. 


Suspendiert man rote Blutkérperchen in physiologischer Kochsalz- 
lésung, in der ein sehr kleiner Teil des Natriumchlorids durch Magnesium- 
chlorid ersetzt ist, so erhilt man ein zunichst iiberraschendes Resultat. 
Enthilt die Suspensionsfliissigkeit 0,003 Mol MgCl,, so ergibt sich nicht 
eine dem Prinzip a entsprechende hemmende Wirkung auf das Auftreten 
des Knicks der Kohlensiurebindungskurve, sondern im Gegenteil, der Knick 
tritt schon bei basischerer Reaktion auf, als ohne Magnesiumzusatz. Mit 
andern Worten, auf die Zellkolloide wirkt diese Magnesiumkonzentration 
nach dem das Wasserstoffion unterstiitzenden Prinzip b (Abb. 2, Punkte, 
punktierte Kurve, Tabellen 5 und 6). Der Knick der Kurve liegt bei der 
Wasserstoffzahl 6,80 bzw. 6,79. In diesen Versuchen wurde also eine 
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Magnesiumkonzentration angewendet, bei der auf das Himoglobin deutlich 
das Prinzip a gewirkt hatte. Auf die Zelle aber wirkt diese Konzentration 
nach dem Prinzip b. Steigerung der Magnesiumchloridkonzentration auf 
0,015 Mol (Abb. 2, Ringe, gestrichelte Kurve, Tabelle 7), also bei einer 
Konzentration, die auf das Himoglobin lingst die maximale Wirkung 
des Prinzips a ergibt, ist an den Zellkolloiden die Wirkung von b noch stiirker 
ausgesprochen. Der Knick liegt bei p, = 6,83. Erhéht man die Konzen- 
tration weiter, so ergeben sich Verhiltnisse, die sich ahnlich auch beim 
Ammonium gefunden hatten. Mit der Verschiebung des Knicks auf die 
Wasserstoffzahl 6,83 hat d¥e Wirksamkeit des Prinzips b ihr Maximum 
erreicht. Erhéhung der Konzentration 148t nun aber den Knick nicht 
auf dieser Wasserstoffzah] beharren, sondern verschiebt ihn nunmehr 
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—JSpannung 
e Versuch 5. MgCl, 0,008 Mol. 
OQ----O Versuch 7. MgCl, 0,015 Mol. 
<---- Versuch 8 MgCl, 0,04 Mol. 
® ——— ®) Versuch 9. MgCl, 0,0616 Mol. 
+-+-—+--+- Versuch 10. MgCl, 0,1083 Mol. 
~< Versuch il. MgCl, 0,155 Mol 
Abb. 2. Erklarung wie Abb.1. Kohlenséurebindungskurven von Blutkérperchensuspen- 
sionen in isotonischen Lésungen mit MgCl,-Gehalt. 





wieder in entgegengesetzter Richtung. Das Maximum der Wirkung von b 
ist demnach nicht mit Sicherheit genau bei p, = 6,83 zu suchen, sondern 
kann méglicherweise von diesem Werte etwas verschieden sein, da die 
gewahlten Konzentrationsinderungen des Magnesiumchlorids ziemlich 
groBe Spriinge machen. Weit kann aber das Maximum der b-Wirkung 
keinesfalls von p, = 6,83 entfernt sein. 

Mit der Konzentration von 0,04 Mol MgCl,, also einem Werte, der 
von dem vorangehenden nicht sehr weit entfernt ist (Abb. 2, liegende 
Kreuze, gestrichelte Kurve, Tabelle 8) wird der Knick etwas seinem ur- 
spriinglichen Werte angenahert, er liegt bei p, = 6,76. Das Prinzip b 
iiberwiegt noch deutlich, aber schon macht sich das Prinzip a in geringem 
MaBe geltend. DaB bei dieser Konzentration die a-Wirkung noch sehr 
gering ist, macht es nach friiheren Erfahrungen wahrscheinlich, da8 im 
vorangehenden Versuche (Nr. 7) mit der wenig geringeren Magnesium- 
konzentration die b-Wirkung ihr Maximum besessen hatte. Denn wenn 
einmal die Wirkung von a sich geltend macht, so wird sie nach friiheren 
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und spiter noch mitzuteilenden Erfahrungen bald sehr hochgradig. Auch 
im vorliegenden Falle bewirkt schon geringfiigige weitere Erhéhung der 
Magnesiumkonzentration auf 0,0516 Mol sofort ein weiteres starkes Hervor- 
treten des Prinzips a (Abb. 2, Kreuzringe, ausgezogene Kurve, Tabelle 9). 
Der Knick ist jetzt zu seiner Ausgangslage zuriickgekehrt. er liegt bei 
Py = 6,66. In reiner isotonischer Lésung von Magnesiumchlorid, 0,1033 Mol 
(Abb. 2, stehende Kreuze, strichpunktierte Kurve, Tabelle 10) wird der 
Knick noch weiter nach p, = 6,46 verschoben. Weitere Erhéhung der 
Magnesiumkonzentration ist nicht mdglich, wenn isotonische Lésungen 
verwendet werden sollen. Da sich jedoch bei®der Analyse der Kochsalz- 
lésungen ergeben hatte, daB deutliche Hypertonie der Suspensionsfliissig- 
keit ohne Einflu8 auf die Lage des Knicks ist, wurde in zwei weiteren Ver- 
suchen (Abb. 2, Dreistern, punktierte Kurve, Tabellen 11 und 12) die 
Magnesiumkonzentration nochmals betrichtlich erhéht, auf 0,155 Mol. 
Wenn, was wahrscheinlich ist, die Verhaltnisse beim Magnesium dieselben 
sind wie beim Kochsalz, so wiirde diese Hypertonie der Lisung ohne Ein- 
flu8 auf das Ergebnis und eine etwaige Wirkung allein auf Rechnung 
der Konzentrationserhéhung des Magnesiums zu setzen sein. In der Tat 
findet sich eine weitere Verschiebung der Lage des Knicks bis auf die 
Wasserstoffzahl p, = 6,41, als Durchschnitt von acht bestimmten Werten. 
Die Einzelwerte dieser Bestimmungen weichen etwas stirker als iiblich von 
diesem Mittelwerte ab, weil die Fehlerbreite der Methode bei der ungiinstigen, 
sehr tiefen Lage des Knicks eine etwas gréBere ist. Da trotz erheblicher 
Erhéhung der Magnesiumkonzentration die Verschiebung des Knicks 
gegeniiber dem vorangehenden Werte nur noch eine geringe ist, darf an- 
genommen werden, daB damit der Endwert der Verschiebung des Prinzips a 
erreicht ist. 

Bei niedriger Konzentration von Magnesium macht sich also auf die 
Zellkolloide das Prinzip b bemerkbar, erst bei hoher Konzentration iiber- 
wiegt mehr und mehr das Prinzip a. Das entspricht dem Verhalten dieser 
beiden Prinzipien im Ammonium. Die Konzentration, bei der das Prinzip a 
des Magnesium die maximale Wirkung auf die Zellkolloide entfaltet, ist 
sehr groB, viel gréBer als beim Hamoglobin. Das Prinzip b hatte sich am 
Hiimoglobin nicht gefunden. Doch ist es bei den erheblichen Spriingen 
der gepriiften Konzentrationen wahrscheinlich, daB wir die Konzentration 
iibersprungen haben, bei der auch auf das Himoglobin die Wirkung des 
Prinzips b hervortritt. Bei der viel gréBeren Empfindlichkeit des Haimo- 
globins fiir Konzentrationsinderungen ist ein solches Uberspringen der 
wirksamen Konzentration sehr wohl denkbar. 


II. Caleium. 
a) Wirkung auf das Himoglobin. 


Schon friiher hatten wir den Einflu8 des Calciumchiorids auf den Ent- 
ladungsvorgang des Himoglobins gepriift und festgestellt, daB es in Kon- 
zentrationen von 0,02 bzw. 0,03 Mol keinen Einflu8 ausiibt. Um iiber diesen 
Punkt sicher zu gehen, haben wir in einem weiteren Versuch die Calcium- 
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konzentration nochmals verdoppelt auf 0,06 Mol (Tabelle 13). Die drei 
bestimmten Werte liegen bei p,, = 7,00 bzw. 6,97 bzw. 6,95. Der letzte Wert 
liegt etwas weiter von 7,00 entfernt, als der iiblichen Fehlerbreite entspricht. 
Es ist also nicht ganz ausgeschlossen, da8 Calcium in dieser hohen Kon- 
zentration einen ganz geringen Einflu8 im Sinne des Prinzips a ausiibt. 
Da aber die andern beiden Werte mit dem unverinderten Knick in Ein- 
klang zu bringen sind, ist dieser Schlu8 doch recht unsicher. Es bleibt also 
dabei, daB Calcium auf die Lage des Himoglobinknicks keinen sicheren 
Einflu8 ausiibt. 


b) Wirkung auf die Zellkolloide. 


Suspendiert man nun rote Blutkérperchen in isotonischen Kochsalz- 
lésungen mit geringem Zusatz von Chlorcalcium, so ergeben sich recht 
verwickelte Verhiltnisse. Die niedrigste Konzentration von 0,001 Mol 
CaCl, (Abb. 3, stehende Kreuze, gestrichelte Kurve, Tabelle 14) veraindert 
die Lage des Knicks gegeniiber der reinen Kochsalzlésung nicht erkennbar. 
Die vier im Knick liegenden Punkte dieses Versuchs liegen bei py = 6,66 
bzw. 6,65 bzw. 6,62 bzw. 6,63. Dieselben Ergebnisse haben zwei weitere 
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+-—----+ Versuch 14, CaCl, 0,001 Mol. 
© ——— © Versuch 17. CaCl, 0,003 Mol. 
e——-_-e Versuch 19. CaCl, 0,0075 Mol. 
<x —— & Versuch 20. CaCl, 0,015 Mol. 
© Versuch 21. CaCl, 0,03 Mol. 
Se & Versuch 24. CaCl, 0,045 Mol. 


Abb. 8. Erklaérung wie Abb. 1. Kohlensiurebindungskurven von Blutkérperchensuspen- 
sionen in isotonischen Lésungen mit CaCl,-Gehalt. 


Versuche (Tabellen 15 und 16) mit den Werten 6,65; 6,63; 6,66; 6,65; 6,65 
im ersten und 6,65; 6,66; 6,62; 6,63; 6,64 im zweiten Versuche. Erhéht 
man dagegen die Konzentration auf das Dreifache, auf 0,003 Mol (Abb. 3, 
Punktringe, ausgezogene Kurve, Tabellen 17 und 18), so tritt die Wirkung 
des Prinzips b deutlich in Erscheinung. Der Knick tritt viel friiher auf als 
ohne Calciumzusatz. Die Werte fiir den Knick liegen bei p, = 6,78; 6,78; 
6,77 im einen und bei 6,76 und 6,79 im zweiten Versuche. Dieselben Uber- 
legungen, die beim Magnesium angestellt wurden, fiihren zu der Uberzeu- 
gung, daB damit nicht genau die maximale b-Wirkung bestimmt ist, zumal 
die niichste gepriifte Konzentration ziemlich weit von 0,003 entfernt ist. 
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Man muB also mit der Méglichkeit rechnen, daB bei optimaler Konzentration 
noch etwas gréBere Betriige erreicht wiirden. Erhéhung der Konzentration 
auf 0,0075 Mol. (Abb. 3, Punkte, ausgezogene Kurve, Tabelle 19) 1la8t nun 
schon die beginnende Wirkung des Prinzips a erkennen. Der Knick kehrt 
ziemlich genau in die urspriingliche Lage zuriick. Die bestimmten Werte 
ergeben fiir den Knick die p, = 6,66; 6,63; 6,64; 6,64. Verdoppelung dieser 
Konzentration, CaCl, 0,015 Mol (Abb. 3, liegende Kreuze, ausgezogene 
Kurve, Tabelle 20) bringt das Prinzip a schon miachtig zur Geltung. Der 
Knick liegt bei p,, = 6,50 bzw. 6,52 baw. 6,50. Abermalige Verdoppelung 
auf 0,03 Mol (Abb. 3, Ringe, punktierte Kurve, Tabellen 21, 22, 23) ver- 
stirkt die Wirkung von Prinzip a. Der Knick liegt bei den Werten 6,42; 
6,42; 6,44. Weitere Erhéhung auf 0,045 Mol (Abb. 3, Kreuzringe, aus- 
gezogene Kurve, Tabellen 24 und 25) andert an diesem Ergebnis nichts 
mehr, die Werte liegen bei p,, = 6,43; 6,42; 6,42; 6,38; 6,39 bzw. bei 6,45; 
6,36. Und auch die Verwendung reiner isotonischer Chlorcalciumlésung 
(Tabelle 26) ergibt den Knick an derselben Stelle, bestimmter Wert bei 
Py = 6,45. Auf die Zellkolloide erweist sich also das Calciumion héchst 
wirksam. Bei kleinsten Dosen wird jede Wirkung vermiBt, bei kleinen 
Dosen macht sich das Prinzip b geltend, das mit Steigerung der Dosis durch 
das nunmehr wirksame Prinzipa mehr und mehr zuriickgedrangt wird, 
bis schlieBlich das Prinzip a einen Endwert erreicht, auf dem es auch bei 
weiterer sehr erheblicher Steigerung der DosengréBe verharrt. Infolge der 
starken Verschiebung des Knicks liegen die bestimmten Werte alle bei 
niedrigen Volumprozenten der Kohlenséurekapazitat. Dieser fiir die Ana- 
lyse ungiinstige Umstand bringt es mit sich, daB die Fehlerbreite der Me- 
thode etwas gréBer ist, weshalb die tatsichlich bestimmten Werte weniger 
gut tibereinstimmen als in friitheren Fallen. Die Ubereinstimmung ist aber 
unter Beriicksichtigung dieses Umstandes noch immer eine vollkommen 
ausreichende. Um den Knick innerhalb des Bezirkes der Kohlensiure- 
spannung, der mit unseren Analysenapparaten zuginglich ist, erreichen zu 
kénnen, muBten wir die Lage der von uns analysierten Kurven kiinstlich 
dadurch tiefer legen, daB wir der Waschfliissigkeit einen kleinen Uberschu8 
von Chlorionen in Form von Salzsiure zusetzten. Die Konzentration der 
iiberschiissigen Chlorionen ist in den Tabellen angegeben. Es hat uns manche 
Schwierigkeiten gemacht, die erforderliche Salzsiurekonzentration zu finden. 
Mancher Versuch ging verloren, weil wir entweder zu viel Salzsiure zu- 
gesetzt hatten oder bei zu geringem Saurezusatz den Knick nicht erreichen 
konnten; 


2 Ill. Strontium. 
a) Wirkung auf das Himoglobin. 


Strontium hatten wir bisher noch nicht untersucht gehabt. Bei der 
niedrigen Konzentration von 0,005 Mol Strontiumchlorid fand sich der 
Knick ein klein wenig im Sinne des Prinzips b verschoben. Die Werte liegen 
bei py = 7,03 und 7,03 (Abb. 4, liegende Kreuze, ausgezogene Kurve, 
Tabelle 27). Verdoppelung der Konzentration auf 0,01 Mol (Abb. 4, Punkte, 
strichpunktierte Kurve, Tabelle 28) 1é8t alsbald das Prinzip a in hohem 


Blutgasanalysen. V. 65 


Grade wirksam werden, die Werte des Knicks liegen bei p, = 6,78; 6,78; 
6,80. Erhéhung der Konzentration auf 0,04 Mol (Abb. 4, stehende Kreuze, 
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Abb. 4. Erklérung wie Abb. 1. Kohlens&iurebindungskurven von Himolyseblut mit Zu- 
satz von Strontiumchlorid. 





punktierte Kurve, Tabelle 29) und auf 0,06 Mol (Abb. 4, Ringe, gestrichelte 
Kurve, Tabelle 30) andert an diesem Ergebnisse nichts mehr. Die Werte 
sind im ersten Falle p, = 6,79 und 6,78, im zweiten 6,83; 6,80 und 6,78. 


b) Wirkung auf die Zellkolloide. 


Schon die sehr niedrige Konzentration von 0,001 Mol Strontium- 
_ chlorid (Abb. 5, Punkte, ausgezogene Kurve, Tabelle 31) iibt eine sehr starke 
Wirkung im Sinne des Prinzips b aus, Im Knick wurden die Werte p, = 6,79; 
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Abb. 5. Erklérung wie Abb. 1. Kohlenséurebindungskurven von Blutkérperchensuspen- 
sionen in isotonischen Lisungen mit SrCl,-Gehalt. 





6,81 und 6,78 bestimmt. Steigerung der Konzentration auf 0,003 Mol 
(Abb. 5, liegende Kreuze, ausgezogene Kurve, Tabelle 32) andert bemerkens- 
werterweise an diesem Ergebnis nichts, der Knick liegt bei py = 6,81; 
6,83. Dieser Wert kann also als die maximale und endgiiltige Verschiebung 
im Sinne des Prinzips b angesehen werden. Weitere betriichtliche Steigerung 
der Konzentration auf 0,015 Mol la8t das Prinzip a hervortreten (Abb. 5, 
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Ringe, gestrichelte Kurve, Tabelle 33). Der Knick ist stark nach rechts 
vom Kochsalzknick verschoben, die Werte liegen bei p, = 6,51; 6,52; 
6,55; 6,50. Der endgiiltige Wert ist damit offenbar noch nicht erreicht. 
Er konnte fiir Strontium nicht ermittelt werden, weil bei weiterer Steigerung 
der Strontiumkonzentration Himolyse eintrat. 


IV. Barium. 
a) Wirkung auf das Himoglobin. 


In einem friiheren Versuche") hatten wir festgestellt, daB bei Barium 
mit der Méglichkeit einer geringen Verschiebung des Himoglobinknicks 
gerechnet werden mu8. Damals hatten wir noch keine Kenntnis von dem 
groBen Einflu8 der Konzentration. Wir haben deshalb unseren friiheren 
Versuch durch weitere Versuche mit anderen Konzentrationen erginzt. Mit 
der ziemlich hohen Bariumkonzentration von 0,01 Mol (Tabelle 34) wird 
die Lage des Himoglobinknicks nicht beeinflu8t, die Werte der tatsachlich 
bestimmten Punkte liegen bei p, = 6,995; 6,995; 7,01; 7,02. Hier fiigt 
sich unser friiherer Versuch ein (Nr. XXVIII der friiheren Mitteilung), der 
bei einer Konzentration von 0,03 Mol eine Verschiebung des Knicks nach 
Py = 7,04, also im Sinne des Prinzips b ergibt. Weitere Erhéhung auf 
0,06 Mol (Tabelle 35) 148t dann das Prinzip a rein hervortreten. Die im 
Knick liegenden Punkte haben die Wasserstoffzahl 6,80; 6,78; 6,76+-. 
Wir glauben damit den Endwert des Prinzips a erreicht zu haben. 


b) Wirkung auf die Zellkolloide. 


{Eine schon ziemlich hohe Konzentration, 0,015 Mol (Abb. 6, liegende 
Kreuze, gestrichelte Kurve, Tabelle 36), laBt das Prinzip b rein hervor- 
treten, der Knick liegt bei p, = 6,83; 6,82; 6,83. Weitere betrichtliche 
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sionen in isotonischen Lésungen ‘mit BaCl,-Gehalt. 


Erhéhung auf 0,06 Mol (Abb. 6, Ringe, ausgezogene Kurve, Tabelle 37) 
andert an diesem Ergebnis nichts, der Knick liegt bei 6,83. Damit ist also °) 
das’ Maximum der Wirkung des Prinzips b erreicht, das wahrend einer sehr 


1) H. Straub u. Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305. 1918. 





Blutgasanalysen. V. 67 


bedeutenden Breite der Konzentration erhalten bleibt. Erst mit sehr 
groBer Konzentrationssteigerung bis zur reinen isotonischen Barium- 
chloridlésung (Abb. 6, stehende Kreuze, punktierte Kurve, Tabelle 38) 
macht sich der Beginn des Prinzips a geltend. Die Lage des Knicks ent- 
spricht jetzt wieder der einer reinen Kochsalzlésung mit dem Knick bei 
Py = 6,67; 6,63. Auf Grund derselben Uberlegungen wie beim Magnesium 
haben wir uns fiir berechtigt gehalten, eine weitere betrichtliche Kon- 
zentrationssteigerung vorzunelimen, obgleich die Lésung dadurch stark 
hypertonisch wird. Mit 0,155 Mol Bariumchlorid (Abb. 6, Punkte, aus- 
gezogene Kurve, Tabelle 39 und 40) wird der Knick noch weiter im Sinne 
des Prinzips a verschoben. Wir nehmen an, da8 er damit seinen Endwert 
erreicht hat. Der Knick liegt bei p, = 6,44; 6,42; 6,39; 6,39 und im zweiten 
Versuch bei 6,40; 6,39. 
Riickblick. 

Wie fiir die Alkalien, so ergeben sich auch fiir die Erdalkalien 
aus unsern Versuchen ganz bestimmte Gesetzmibigkeiten, denen 
die Wirkung auf Himoglobin und Zellmembran folgt. Auf beide 
Substanzen ist die Wirkung prinzipiell dieselbe. Die Wirkungs- 
art aller vier gepriiften Erdalkalien zeigt sich in hohem MaBe, 
aber durchaus eindeutig abhangig von der verwendeten Konzen- 
tration. In allen Versuchsreihen zeigte es sich, daB die 
ganz niedrigen Konzentrationen noch wirkungslos sind. Uber- 
schreitet man die Schwelle der eben wirksamen Dosen, so kommt 
zunachst die Wirkung im Sinne des Prinzips b zur Geltung, d. h. 
die Entladung des Himoglobins tritt schon bei weniger saurer 
Reaktion ein als ohne Zusatz von Erdalkalien. Mit Steigerung 
der Dosis macht sich das Prinzip a geltend, bei mittleren Dosen 
in dem Sinne, daB ein Gleichgewicht beider Prinzipien auftritt, 
indem die Entladung des Himoglobins mit steigender Konzen- 
tration allmiahlich immer mehr verzégert wird. Die Lage des 
Knicks schiebt sich dabei wieder itiber die Ausgangslage weg, 
immer weiter nach rechts, bis schlieBlich ein Endwert erreicht 
wird, der durch weitere Steigerung der Dosis nicht iiberschritten 
werden kann. Eine Ausnahme macht die Wirkung des Calciums 
auf das Himoglobin. Das Calcium fallt beziiglich dieser Wirkung 
aus der Reihe, eine sichere Anderung der Ladung des Hamo- 
globins durch Calcium ist nicht nachweisbar. Auf die Zellkolloide 
dagegen wirkt Calcium in derselben Weise ein wie die tibrigen 
Erdalkalien. Diese auBerordentlich bemerkenswerte Tatsache 
hat eine volle Analogie in der Wirkungsweise des neben dem 
Natrium biologisch wichtigsten Vertreters der Alkalireihe, des 
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Kalium, das in seiner Wirkung auf das Himoglobin ebenfalls 
aus der Reihe gefallen war und sich unwirksam erwiesen hatte. 
Wie beim Kalium kénnen wir auch beim Calcium diese Tatsache 
nur verzeichnen, ohne sie zu erklaren. 

Die Wirkung des Prinzips b ist bei allen Erdalkalien ver- 
haltnismaBig nur schwach ausgesprochen. Die Verschiebung im 
Sinne dieses Prinzips ist eine sehr geringe, beim Hamoglobin 
nur eben nachweisbare. Mit Magnesium ist es uns iiberhaupt 
nicht gelungen, die Dosis zu finden, die am Hiamoglobin im 
Sinne b wirkt. Viel stirker ausgesprochen ist bei hohen Dosen 
die Wirkung des Prinzips a, die stets eine sehr erhebliche Ver- 
schiebung des Knicks im Sinne einer Hemmung des Entladungs- 
vorgangs herbeifiihrt. 

Noch auffallender werden unsere Ergebnisse, wenn man die 
erreichten Endwerte betrachtet. In der Wirkung auf das Himo- 
globin haben wir beim Magnesium den Endwert der b-Wirkung 
nicht beobachtet, das Calcium fallt aus. Fir Strontium und 
Barium liegt der auBerste Knick unter b-Wirkung bei pg = 7,03 
fiir Strontium, 7,04 fiir Barium. Die Verschiebung ist sehr gering, 
fiir beide Substanzen eben wahrnehmbar und fiir beide gleich groB. 
Die maximale Wirkung des Prinzips a verschiebt den Knick fir 
Magnesium auf py, = 6,81, Calcium fallt aus, fir Strontium 
ergab sich 6,79 +, fiir Barium 6,78 +. D. h. der erreichte End- 
wert der a-Wirkung ist fir Magnesium, Strontium und Barium 
derselbe, rund 6,80. An den Zellkolloiden finden sich dieselben 
Verhaltnisse noch unverkennbarer. Fir die b-Wirkung ist der 
erreichte Maximalwert beim Magnesium py = 6,83, beim Calcium 
6,78, beim Strontium 6,82 und beim Barium 6,83. Aus den 
friiher geschilderten Griinden ist es wahrscheinlich, da8 wir fir 
Calcium nicht ganz die optimale Konzentration fiir die b- Wirkung 
gepriift haben. Wir miissen also unsere Versuche so verstehen, 
daB die maximale b-Wirkung bei optimaler Konzentration fir 
alle Erdalkalien den Knick auf py = ca. 6,83 verschiebt. Die 
maximale a-Wirkung konnte beim Strontium wegen eintretender 
Hamolyse nicht ermittelt.werden, fiir Magnesium liegt sie bei 
Py = 6,41, fir Calcium bei 6,42 —, fir Barium bei 6,41, d.h. 
fiir die 3 Substanzen bei demselben Wert. Was wir schon bei den 
Alkalien ausgesprochen hatten, miissen wir bei den Erdalkalien 
wiederholen. Wir halten es fiir ausgeschlossen, daB diese absolut 
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tibereinstimmenden Werte fiir die Endwirkung auf einer Zu- 
falligkeit beruhen. Wir sehen vielmehr in unseren Ergebnissen 
den Ausdruck einer tieferen GesetzmaBigkeit, die in der Kon- 
stitution der Materie begriindet ist und auf die wir nach An- 
stellung weiterer Untersuchungen zuriickkommen werden. 

Die gefundene GesetzmaBigkeit la8t sich folgendermaBen 
aussprechen : 

Die Erdalkalien Magnesium, Calcium, Strontium 
und Barium enthalten sowohl das Prinzip b als das 
Prinzipa, ersteres in einer sehr wenig wirkungsvollen 
Form, letzteres in stark wirksamer Form. Der maxi- 
male Wirkungsgrad sowohl des Prinzips b als des Prin- 
zips a ist bei optimaler Konzentration fiir alle Erd- 
alkalien genau derselbe. 

Es bleibt noch zu priifen, welche Konzentration der ver- 
schiedenen Erdalkalichloride diese maximale Wirkung der 
beiden Prinzipien entfaltet. Fir alle Erdalkalien mit Aus- 
nahme des Calciums erweist sich das Himoglobin als die empfind- 
lichere Substanz, bei der die Wirkung b mit niedrigerer Konzen- 
tration erreicht wird als an den intakten Zellen, bei der dann 
friiher schon das Prinzip a sich geltend macht und bei der schlieB- 
lich die maximale a-Wirkung bei niedrigeren Konzentrationen 
erreicht wird, ja sogar bei Konzentrationen, die auf die ganze 
Zelle noch die volle b-Wirkung ergeben, besonders bei Magnesium 
und Barium. 

Um die volle Wirkung auf das Hamoglobin zu erhalten, 
ist von Magnesium die niedrigste Konzentration erforderlich, 
Calcium fallt aus, von Strontium braucht man niedrigere Kon- 
zentrationen als von Barium. Je héher also das Molekulargewicht, 
desto héhere Konzentrationen sind zur Wirkung erforderlich. 
Das Maximum der b-Wirkung liegt fiir Magnesium vermutlich 
zwischen der Konzentration von 0,0002 und 0,001 Mol, fir Stron- 
tium bei 0,005 Mol, fir Barium bei 0,03 Mol. Das Maximum 
der a-Wirkung ist mit Magnesium bei 0,005 Mol erreicht, mit 
Strontium bei 0,01 Mol, mit Barium bei 0,06 Mol. 

Nicht ganz so regelmaBig gestaltet sich der Einflu8 des 
Molekulargewichts auf die Wirkung an den gewaschenen Zellen. 
Hier sind die beiden mittleren Elemente, Calcium und Strontium, 
die wirksamsten. Das Maximum der b-Wirkung erreicht Magne- 
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sium bei einer Konzentration von 0,003 Mol noch nicht ganz, 
ebensowenig vermutlich das Calcium, waihrend mit Strontium 
bei dieser Konzentration schon die volle b-Wirkung erhalten wird. 
Magnesium gibt das Maximum der b-Wirkung noch bei der Kon- 
zentration von 0,015 Mol, wahrend bei Calcium schon mit der 
halb so groBen Menge von 0,007 5 eine deutliche a-Wirkung 
eintritt und bei Strontium mit der Dosierung von 0,015 Mol 
die a-Wirkung ihr Maximum schon erreicht hat. Barium ist 
wie auf das Himoglobin, so auch auf die Zellen erst in viel 
héheren Konzentrationen wirksam. Das Maximum der b-Wir- 
kung findet sich bei Konzentrationen zwischen 0,015 und 0,06 Mol. 
Die maximale a-Wirkung andererseits wird sowohl bei Magnesium 
wie bei Barium erst mit den hypertonischen Lésungen von 
0,155 Mol erreicht, waihrend dieselbe Wirkung schon mit 0,03 Mol 
Calcium erhalten wird. Bei Strontium kann der Endwert wegen 
auftretender Himolyse nicht bestimmt werden, er wird aber 
nicht wesentlich von dem fiir Calcium bestimmten entfernt liegen, 
weil mit der niachstniedrigeren gepriiften Konzentration von 
0,015 Mol bei beiden Elementen schon deutliche und gleich starke 
a-Wirkung erhalten wurde. 

Um die maximale Wirkung zu erreichen, ist also sowohl am 
Hamoglobin als an der Zelle bei Barium die héchste Konzen- 
tration erforderlich. Das Magnesium andererseits erweist sich in 
seinem Einflu8 auf das Haimoglobin bei sehr niedriger Konzen- 
tration wirksam, wihrend an der ganzen Zelle schon zur Er- 
reichung der b-Wirkung, vor allem aber zur Erreichung der 
a-Wirkung viel héhere Konzentrationen notwendig sind als von 
Calcium und Strontium. Die Regel, je héher das Molekular- 
gewicht, desto héher die zur Wirkung erforderliche Konzentration, 
gilt also zwar am Hamoglobin, nicht aber an der ganzen Zelle. 
Verschieden hochgradige Dissoziation der Chloride kann ebenso- 
wenig fiir den Unterschied der Wirkungsstiirke verantwortlich 
gemacht werden. Denn alle Erdalkalisalze sind stark dissoziiert 
und wenn iiberhaupt ein Unterschied besteht, so jedenfalls nur 
ein geringer und in dem Sinne, daB Barium am stirksten, Ma-: 
gnesium am schwiichsten basische Eigenschaften entfaltet. Man 
kann die Beobachtung also nicht damit erklaren, daB das eine 
oder andere Salz infolge schwicherer Dissoziation weniger wirk- 
same Ionen abspalte. Wenn man die Wirkung der gepriiften 
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Substanzen als Oberflichenwirkung auffa8t, so wird man wohl 
annehmen kénnen, daB je nach der Beschaffenheit der Oberfliche 
des Kolloids die eine oder andere Substanz stirker in der Ober- 
flache adsorbiert werde. Damit wiiren die beobachteten Untér- 
schiede erklarbar. Tatsachen, die zeigen, ob diese Vermutung 
zutrifft, liegen bisher nicht vor. Jedenfalls aber, und darin liegt 
die groBe biologische Bedeutung unserer Beobachtungen, kénnen 
wir jetzt verstehen, weshalb ein und derselbe Elektrolyt auf 
verschiedene biologische Substrate — Zellen, Fermente usw. — 
je nach seiner spezifischen Affinitaét, d.h. wohl Adsorption, bei 
derselben Konzentration bald im Sinne des Prinzips b, bald im 
Sinne a wirkt, weshalb der Grad dieser Wirkung ein ungleicher 
und manchmal ein scheinbar absolut spezifischer ist. Das Ver- 
stindnis fir den Nutzen von Elektrolytkombinationen scheint 
uns dadurch um ein gutes Stiick geférdert zu sein. 


VY. Einige Beobachtungen iiber Elektrolytkombinationen. 


Die eben geschilderten Uberlegungen haben uns veranlaBt, 
einige wenige orientierende Untersuchungen iiber den Wirkungs- 
mechanismus von Elektrolytkombinationen anzustellen. Wir 


wahlten die biologisch besonders wichtige Ringersche Lésung. 
Wahrend wir bisher auSer Chlornatrium immer nur noch ein 
Chlorid in die Lésung eingefiihrt hatten, suspendierten wir die 
Blutkérperchen jetzt in isotonischen Lésungen, die sowohl Kalium- 
als Calciumchlorid enthielten. 


Zuniachst suspendierten wir Blutkérperchen in einer Ringerlésung von 
der Zusammensetzung NaCl 0,146 Mol, KCl 0,005 64 Mol, CaCl, 0,002 16 
Mol. Mit derselben Kaliumkonzentration allein sollte nach den friiheren 
Versuchen der Knick von 6,67 auf etwa 6,70, also nur ganz wenig verschoben 
werden). Die gebrauchte Calciumkonzentration allein sollte eine schwache 
b-Wirkung entfalten und den Knick ungefihr auf 6,70 bis 6,75 verschieben, 
da 0,001 Mol CaCl, noch keine Wirkung entfalten, 0,003 Mol noch nicht 
maximal, sondern erst bis p, = 6,78 verschieben (Tabellen 14—-18). Der 
Versuch (Tabelle 41) ergibt den Knick bei p, = 6,81. Demnach unter- 
stiitzen sich die beiden Ionen in ihrer b-Wirkung gegenseitig, indem der 
Knick starker verschoben wird als es bei derselben Konzentration nur eines 
der beiden Salze zu erwarten ware. 

Weniger eindeutig ist der letzte Versuch (Tabelle 42), in dem die 
Calciumkonzentration erhéht, die Kaliumkonzentration herabgesetzt wurde. 


1) H. Straub u. KL. Meier, diese Zeitschr. 98. 1919. 249 (Tabellen 4 
und 5). 
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Die Calciumkonzentration ist jetzt so groB, daB wahrscheinlich gerade die 
maximale b-Wirkung zu erwarten wire, nimlich 0,003 36Mol Die Kalium- 
konzentration dagegen, 0.003 2 Mol., ist so niedrig, daB méglicherweise 
iiberhaupt noch keine Wirkung auf den Knick eintreten wiirde. Der Erfolg 
ist bei Versuch 42 der, daB der Knick auf das Maximum der b-Wirkung 
des Calciums verschoben wird. Er liegt bei p, = 6,83. Ein sicherer Ein- 
fluB des zugefiigten Kaliums ist also nicht nachweisbar. 


Die wenigen Versuche sind nicht ausreichend, das Thema 
zu erschépfen. Sie lassen aber doch ahnen, welche biologischen 
Wirkungsméglichkeiten sich ergeben, wenn die Konzentrationen 
so gewahlt werden, daB neben dem Prinzip b auch das Prinzip a 
wirksam werden kann. Man kann sich leicht vorstellen, wie auf 
diese Weise durch Zufiigen von Calcium zu einer kaliumhaltigen 
Lésung an der einen Wirkungsstelle das Prinzip a tiberwiegen, 
an der andern das Prinzip b des Kaliums gesteigert werden kann 
(analog Versuch 41). Die Einfiihrung von Magnesium, Strontium 
und Barium an Stelle des Calciums ergibt weitere Kombinations- 
mdglichkeiten. 

Zusammenfassung. 

Der Verlauf der Entladung und Umladung des Hamoglobins 
unter dem EinfluB steigender Saiuerung der Lésungsfliissigkeit 
wird erneut besprochen. Es werden die Griinde angefiihrt, die 
der Auffassung von Michaelis tiber diesen Vorgang widerspre- 
chen. Hamoglobin kann nicht als Ampholyt betrachtet werden, 
die Ladungsinderung geschieht vielmehr sprungweise bei cha- 
rakteristischer Wasserstoffzahl. 

Bei der Priifung des Einflusses der Erdalkalien Magnesium, 
Calcium, Strontium und Barium auf die Ladung des Haimo- 
globins und der Zellkolloide menschlicher Erythrocyten ergab sich, 
daB alle Erdalkalien in niedriger Konzentration das auch in den 
Alkalien nachgewiesene, das Wasserstoffion unterstiitzende Prin- 
zip b enthalten. Die maximale, durch dieses Prinzip b herbei- 
gefiihrte Ladungsinderung ist jedoch viel geringer als bei den 
Alkalien. Das Prinzip b tritt demnach in den Erdalkalien nur 
in wenig wirkungsstarker Form auf. Der maximale Wert des 
Prinzips b ist bei optimaler Konzentration fiir alle Erdalkalien 
derselbe: der Haimoglobinknick wird auf py = 7,03, der Knick 
an den ganzen Zellen auf 6,83 verschoben. * 

Ahnlich wie im Ammonium findet sich auch in den Erd- 
alkalien bei héherer Konzentration ein antagonistisches Prinzip a, 
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‘das der Entladung der Kolloide entgegenwirkt. Der Endwert 
der Wirkung dieses Prinzips a ist fiir alle Erdalkalien derselbe. 
Der Hamoglobinknick wird auf py = 6,79, der Knick an den 
ganzen Zellen auf 6,41 verschoben. 

In der Wirkung auf das Himoglobin fallt das biologisch 
wichtige Calcium ebenso wie das Kalium aus der Reihe. Beide 
sind auf das Himoglobin ohne Einflu8, waihrend sie auf die Zellen 
in der zu erwartenden Weise wirken. 

Die Tatsache, daB alle Erdalkalien denselben Endwert des 
Prinzips b sowohl wie des Prinzips a erreichen, legt die Vermutung 
nahe, daB der Erscheinung ein in der physikalisch-chemischen 
Konstitution der Materie begriindetes Gesetz zugrunde liegt. 

Die beobachteten Erscheinungen geben tieferen Einblick in 
die verschiedenen Méglichkeiten der Wirkung von Elektrolyt- 
kombinationen auf biologisch wichtige Kolloide. 


Versuchsprotokolle. 
Magnesium. 


I, Hamolyseversuche. 
1. Abb. 1. Kurve 1. Ringe, punktierte Kurve 

Defibriniertes Blut + MgCl, 0,0002 Mol + Saponin. 

CO, -Spannung.. . . 39,8 66,0 74,3 102,9 1212 146,2 
CO,- Kapazitét . . . . 35,7 39,5 45,8 53,1 53,3 55,3 
45,1 53,5 
7,19 6,99 7,00 6,90 6,82 6,74 
6,99 6,82 
‘onesies 
Knick. 
2. Abb. 1. Kurve 2. Punkte, gestrichelte Kurve. 

Defibriniertes Blut ++ MgCl, 0,001 Mol + Saponin. 
CO,-Spannung 34,9 61,5 73,1 82,3 99,6 142.8 169,3 
CO,-Kapazitat. 33,9 409 42,7 422 51,4 56,5 59,5 

7,23 7,03 6,97 6,91 6,90 6,77 6,70 
Knick. 

3. Abb. 1. Kurve 3. Liegende Kreuze, strichpunktierte Kurve. 
Defibriniertes Blut + MgCl, 0,005 Mol + Saponin. 
CO,Spannung .... 27,1 56,2 66,8 107,1 127,5 155,6 
- 26,8 40,9 42,1 45,4 53,2 60,9 
28,1 44,1 58,6 

7,25 17,09 7,01 6,82 6,89 6,76 


7,27 7,03 " 6,74 


sk Knick. 
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4, Abb. 1. Kurve 4. Stehende Kreuze, ausgezogene Kurve. 
Defibriniertes Blut + MgCl, 0,03 Mol + Saponin. 








CO,-Spannung .... 29,0 564 780 943 1390 165,3 

CO,-Kapazitat.... . 38,6 465 483 49,0 60,4 13,8 
49,7 

bis ee eke 16 Ui ee a 

. oo 

nick. 


IL. Waschversuche. 
5. Abb. 2. Punkte, punktierte Kurve. 


Blutkérperchensuspension in MgCl, 0,003 \ Molar 
NaCl 0,1505 ; 











CO,-Spannung ....... 46,7 91,8 134,9 141,6 173.0 
CO,-Kapazitit ... 2+... 31,3 47,6 57,6 60,8 75,0 
~<a tea Rata typ 7,06 6,91 6,80 6,80 6,80 
Knick. 


6. Blutkérperchensuspension in MgCl, 0,003 | Molar 
NaCl 0,1505) . 








CO,Spannung ....... 36,5 75,2 115,3 149,3 202,7 
CO,-Kapazitét ....... 27,1 43,6 47,3 62,7 69,5 
41,5 
PICS Ee GBS Se coe wea ge 7,11 6,97 6,79 6,79 6,68 
695 
nick. 


7. Abb. 2. Ringe, gestrichelte Kurve. 
Blutkérperchensuspension in MgCl, 0,015 \ Molar. 








NaCl 0,1325 
CO,-Spannung ... . 48,6 83,2 118,9 145,8 189,2 244,8 
CO,-Kapazitét .... 32,7 47,8 53,2 66,6 72,3 72,8 
eds Sie os te % 7,06 6,98 6,83 6,835 6,74 6,60 
Ce 
Knick. 


8. Abb. 2. Liegende Kreuze, gestrichelte Kurve. 
Blutkérperchensuspension in MgCl, 0,04 
NaCl 0,095) Molar. 
HCl 0,001 


CO,-Spannung . . . . 40,7 88,0 100,0 121,0 168,9  198,0 

GO,-Kapazitat .... 17,8 93,5 36,2 4%,2 52,0 53,7 
16,0 

as he eA 688 6,27 6,945 6,97 6,04 6,57 


‘ 











6,83 Knick. 
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9. Abb. 2. Kreuzringe, ausgezogene Kurve. 
Blutkérperchensuspension in MgCl, 0,0516 
NaCl 0,0775}> Molar. 
HCl 0,001 
CO,-Spannung . .. . 59,6 96,3  111,8 1462  188,7 
CO,-Kapazitét . . . . 36,3 43,7 47,7 46,5 60,4 
41,2 47,4 47,7 
7,00 6,85 6,81 6,66 6,65 
6,82 6,81 6,67 
<I, ee 
Knick. 
10. Abb. 2. Stehende Kreuze, strichpunktierte Kurve. 
Blutkérperchensuspension in MgCl, 0,1033) Molar. 
HCl 0,0015/ 
CO,-Spannung ... . 39,0 93,5 1228 162,5 209,4 
CO,-Kapazitat .... 20,8 32,3 32,0 34,8 49,4 
32,4 
6,73 6,56 6,44 6,49 


6,73 . 


Knick. 














1l. Abb. 2. Dreistern, punktierte Kurve. 
Blutkérperchensuspension in MgCl, 0,155 | Mol 
HCl 0,0011f © °°" 


CO,-Spannung .... 50,6 105,8 131,7. 151,5 1784 
CO,-Kapazitat .... 162 2,4 26,8 Sif 39,7 





17,0 

6,72 6,44 6,42 6,43 6,44 

ne Knick. 

12. Blutkérperchensuspension in MgCl, 0,155 | Molar. 
HCl 0,0015) 
CO,-Spannung 55,7 99,3 130.7 157,1 178,8 
CO,-Kapazitat 10,2 = 17,7 23,2 23,0 27,6 
6,41 6,37 6,36 6,22 6,25 


Knick. 

















Calcium, 
I. Himolyseversuche*). 

13. Defibriniertes Blut + CaCl, 0,06 Mol + Saponin. 
CO,-Spannung 26,6 54,6 64,2 74,0 
CO,-Kapazitat 20,3 32,9 36,3 40,5 

35,0 
7,14 7,00+ 6,97 6,95 
6,95 


—[>_ 


Knick. 
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Il. Waschversuche. 
14. Abb. 3. Stehende Kreuze, gestrichelte Kurve. 


Blutkérperchensuspension in CaCl, 0,001 \ Molar. 






































NaCl 0,1535 
be, eee ee eee eee 44.2 1016 1264 159,2 
CU BORORMES 5 5 eee es 21,0 31,2 36,4 42,8 
31,0 37,1 43,9 
Dest b v0 8 CELE eR eee 6,91 6,66 6,62 6,58 
6,65 6,63 
Ce 
Knick. 
15. Blutkérperchensuspension in CaCl, 0,001 
NaCl o,1ses} _ 
CO,-Spannung ....... 47,6 84,8 92,4 120.4 159,1 
CO,-Kapazitét ....... 19,1 25,0 26,3 37,2 49,6 
48,3 
Ces sos «eae sae 6,83 6,65 6,63 6,66 6,65 
6,65 
Knick, 
16 Blutkérperchensuspension in CaCl, 0,001 \ Molar 
NaCl 0,1535 y 
CO,-Spannung .... 42,5 81,3 96,6 123,1 132,0 162,0 
CO,-Kapazitéat .... 23,7 28,4 32,4 37,4 38,1 48,9 
22,9 33,0 38,1 50,1 
Ries eas 0 4CR 6,98 6,74 6,72 6,65 6,62 6,63 
6,66 6,64 
Knick. 
17. Abb. 3. Punktringe, ausgezogene Kurve. 
Blutkérperchensuspension in CaCl, 0,003 | hid 
NaCl 0,1505/ 
CO,-Spannung ....... 47,6 83,0 151,8 165.0 201,0 
CO,-Kapazitét ....... 40,0 50,6 62,4 66,3 73,7 
61,8 
ee ee ee ee 7,15 6,99 6,78 6,77 6,71 
6,78 
nr 
Knick. 
18. Blutkérperchensuspension in CaCl, 0,003 | Molar 
NaCl 0,1505f : 
CO,Spannung ....... 43,8 90,5 137,3 1940 212,1 
CO,-Kapazitét ....... 42,1 58,0 61,3 77,8 93,5 
43,5 61,3 
Bs ah oo PSE * 7,00 6,82 6,76 6,79 


Ce 
7,22 6,82 Knick. 
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19. Abb. 3. Punkte, ausgezogene Kurve. 
Blutkérperchensuspension in CaCl, 0,0075 


Nacl 0,145 | Molar 
CO,-Spannung 88,1 133,8  187,7 
CO,-Kapazitat 38,2 41,8 59,2 
37,5 38,9 59,0 
6,83 6,66 6,64 


6,83 6,63 6,64 


Knick. 








20. Abb 3. Liegende Kreuze, ausgezogene Kurve. 
Blutkérperchensuspension in CaCl, 0,015 
wi NaCl peered, pen 
CO,Spannung .... 46,9 74,5 93,5 121,6 1636 197,8 
CO,-Kapazitat .... 22,8 28,7 31,7 92,4 $84 48,7 
26,6 32,0 46,7 
6,72 6,57 6,50 6,52 
6,50 


Knick. 








21. Abb. 3. Ringe, punktierte Kurve. 
Blutkérperchensuspension in CaCl, 0,03 


NaCl 0,11 Molar. 
HCl 0,0008 


43,8 89,8  143,7 
11,7 17,3 28,9 
6,42 6,42 
— 
Knick. 








22, Blutkorperchensuspension in CaCl, 0,03 
NaCl on} 5 ga 


55,3 119,7 = 187,7 
33,6 42,4 49,5 
32,8 


7,01 6,55 
7,00 


CO,-Spannung 
CO,-Kapazitat 








CaCl, 0,03 

ee eee Molar. 

143,1 190,5 218,4 

56,4 58,5 59,3 

52,6 
6,76 6,70 6,56 6,51 
6,73 Kein Knick. 
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24. Abb. 3. Kreuzring, ausgezogene Kurve. 
Blutkérperchensuspension in CaCl, 0,045 






































NaCl 0,09 ) 
HCl 0,0003/ Molar. 
CO,-Spannung .... 38,7 99,9 145,55 162.3 196.3 247,0 
CO,-Kapazitét .... 11,5 19,8 29,1 32,8 37,6 49,1 
rae al Se ee age 6,69 6,43 6,42 6,42 6,38 6,39 
Knick. 
25. Blutkérperchensuspension in CaCl, 0,045) 
Nac 0,09 f Molar. 
CO,-Spannung .... 9,4 49,2 120,3 146,1 190,0 246,6 
CO,-Kapazitét .... 7,6 21,0 35,5 35,0 41,1 46,4 
33,9 
OTR G5 are eae 7,21 6,86 6,63 6,52 6,45 6,36 
6,61 Peace 
Knick. 
26. Blutkérperchensuspension in CaCl, sees Molar 
HCl 0,0001 : 
OD MINE a ee wa ee ere eee 46,9 1089 174,3 
RE ae epee epee 5,3 22,5 25,0 
25,3 
Ms i ice RG EB Aan Be 8H ea 6,12? 6,45 6,20 
Knick. 
Strontium. 
I. Hamolyseversuche. 
27. Abb. 4. Liegende Kreuze, ausgezogene Kurve. 

Defibriniertes Blut + SrCl, 0,005 Mol. + Saponin. 
CO,-Spannung .37,3 55,9 62,3 67,6 84,5 97,9 125,3 
CO,-Kapazitit . 36,9 41,9 43,2 44,0 56,7 59,6 61,8 

35,6 
NER STS 7,23 7,09 7,06 7,03 7,03 6,97 6,87 
7,22 Sen om sag 
Knick. 
28. Abb. 4. Punkte, strichpunktierte Kurve. 

Defibriniertes Blut + SrCl, 0,01 Mol. + Saponin. 
CO,-Spannung. 35,3 54,4 66,3 83,4 05.5 12333 132,8 
CO,-Kapazitét . 35,5 44,2 43,7 44,9 44,2 49,1 54,0 

42,2 56,3 

Oe 650 4 tye. ee! ee 6,93 6,86 6,78 6,78 
6,80 

— 


Knick. 
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29. Abb. 4. Stehende Kreuze, punktierte Kurve. 


Defibriniertes Blut + SrCl, 0,04 Mol. + Saponin. 

CO,-Spannung .... 65,2 84,7 

. 47,8 47,8 
44,7 47,8 
7,07 6,95 
7,05 6,95 


93,9 112,7 145,1 
CO,-Kapazitat a8 


50,3 50,8 61,0 
47,8 59,1 
6,92 6,87 6,79 


6,90 6,78 
Knick 
30. Abb. 4. Ringe, gestrichelte Kurve. 

Defibriniertes Blut + SrCl, 0,06 + Saponin. 
CO,-Spannung .... 27,1 49,6 66,7 108,3 117,0 155,3 
, 28,3. .367 36,8 47,3 48,8 54,1 

27,7 36,9 39,7 46,5 
12. te 6,95 6,83 6,80 6,70 


6,99 6,78 
Ce 
: Knick. 
IL. Waschversuche, 
31. 








CO,-Kapazitat . 








Abb. 5. Punkte, ausgezogene Kurve. 
Blutkérperchensuspension in SrCl, 0,001 


NaCl Saad Molar. 


81,7 110,9 


33,1 44,1 
34,3 


CO,-Spannung . 


. 24,6 50,6 137,3 160,7 
CO,-Kapazitét .. . 17,6 26,0 


46,7 51,7 








6,79 6,78 6,70 6,66 
6,81 
Ce 
Knick. 
32. Abb. 5. Liegende Kreuze, ausgezogene Kurve. 
Blutkérperchensuspension in SrCl, 0,003 Molar. 
NaCl 0,1505 
24,6 48,7 


81,3 144,9 
16,2 26,2 


34,0 48,7 
35,2 
6,96 6,81 6,69 
6,83 
Knick. 
33. Abb. 5. Ringe. gestrichelte Kurve. 
Blutkérperchensuspension in SrCl, 0,015 } Molar 
NaCl 0,1325 ‘ 


57,7 79,7 90,3 111,5 
23,5 32,0 32,8 





156,7 
49,2 





6,65 


CO,-Spannung . 26,7 166,9 196,4 
CO,-Kapazitat . 16,3 32,2 40,1 51,7 
34,2 40,7 46,8 
6,55 
6,52 6,50 


‘\“ceatpiiaiaiieaieimaen 
Knick. 
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6.80 6,75 6,65 6,51 
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Barium. 
I. ‘Himolyseversuche'). 
34. Defibriniertes Blut + BaCl, 0,01 Mol. + Saponin. 









































CO,-Spannung ... . 32,0 51,2 59.0 70,1 80,4 107,5 
CO,-Kapazitat .... 26,1 29,9 35,2 45,1 45,2 46,9 
36,3 45,4 

a: santaaeneg det 7,15 6,995 6,995 17,02 6,95 6,82 

7,01 
Knick, 

35. Defibriniertes Blut + BaCl, 0,06 Mol. + Saponin. 
CO,-Spannung. 23,1 37,0 59,9 105,7 1336 157,3 186,6 
CO,-Kepazitat. 25,4 32,2 365 43,6 53,4 57,2 59,7 

52,0 61,2 

PE eS ee fae Fae Ss 6,80 6,78 6,72 6,65 

6,76 +- 6,66 
Knick. 
II. Wasehversuche. 
36. Abb. 6. Liegende Kreuze, gestrichelte Kurve. 
Blutkérperchensuspension in BaCl, 0,015 
NaCl os} Molar. 
HCl 0,0008 
CO,-Spannung. 35,3 63,5 74,1 98,0 105,7  121,1 1566 
CO,-Kapazitit . 28,7 31,4 31,5 41,4 47,0 51,5 52,7 
28,3 52,7 
Bais ns oe Gh ORL GSS 6,82 6,83 6,81 6,68 
7,15 Knick. 6,82 
37. Abb. 6. Ringe, ausgezogene Kurve. 
Blutkérperchensuspension in BaCl, 0,06 
NaCl 0,065 Moiar. 
HCl 0,0015 
CO Gpemmeme ges 6 eee oe we ise 43,2 78,6 154,0 
Wg oc, eh i ee 8 ees 23,4 33,2 49,6 
23,1 
Wo ele CREA oe A Bec eed 6,97 6,83 6,66 
6,97 Knick. 
38. Abb. 6. Stehende Kreuze, punktierte Kurve. 
Blutkérperchensuspension in BaCl, 0,1033 Molar 
HCl 0,0015 ; 
CO,Spannung ........-+6-s 39,1 60,2 97,2 1449 
CUM ous pee ae 30 06CU,T CSCS 
Ges ee 5-9 Wes 8 ee we oN 6,71 6,67 6,63 6,51 
ee 
Knick. 


1) Vgl. auch: Diese Zeitschr. 90, 336. 1918. Versuch Nr. XXVIII 
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39. Abb. 6. Punkte, ausgezogene Kurve. 
Blutkérperchensuspension in BaCl, 0,155 
HCl 0,0012 
CO,-Spannurfg 59,5 1109 1346 1654 196,7 
CO,-Kapazitat 15,0 22,5 27,0 31,8 38,5 
6,44 6,42 6,39 6,39 


Knick. 


Molar. 











40. Blutkérperchensuspension in BaCl, 0,155 

“3 HC) pam meet 
CO,-Spannung 90,6 153,55 162,88 181,8 
21,2 28,0 35,6 34,2 36,0 
35,2 
6,67 6,50 6,44 6,40 
6.39 
Knick. 








Ringerlésung. 
41. Blutkérperchensuspension in KC! 0,00564 

CaCl, aoeish Molar. 

NaCl 0,146 

27,5 59,5 119,0 155,2 

23,6 32,0 50,4 63,1 
6,95 6,81 6,52 

Knick. 








42. Blutkérperchensuspension in KCl 0,0032 
CaCl, 0,00336 
NaCl 0,146 } Mota 
CO,-Spannung 25,0 59,3 86,7 948 119,7 
20,8 25,0 37,0 39,7 42,4 
18,8 38,9 42,4 
7,18 6,88 6,83 6,81 6,73 


7,14 6,85 6,73 
a 


Knick. 
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Beitrige zur Kenntnis der Gallensekretion. I. 


Von 
Ernst Neubauer (Karlsbad). 


(Aus der I. medizinischen Klinik in Wien 
[Vorstand: Prof. K. F. Wenckebach.]}) 


(Eingegangen am 12. Juni 1920.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer sehr groBen Zahl von Cholelithiasisfallen sind Sym- 
ptome zu beobachten, die auf einen abnormen Zustand des auto- 
nomen und des sympathischen Nervensystems zurickgefihrt 
werden kénnen; auf diese Erscheinungen wurde im Laufe des 
letzten Jahrzehntes neuerdings die Aufmerksamkeit besonders 
durch die Arbeiten von E p pinger und Hess?) und von A.Thiess*) 
gerichtet. 

Besonders auffillig sind diese Symptome wihrend eines Gallenstein- 
anfalles; dabei gewinnt man den Eindruck, daB sie eine Begleiterscheinung 
oder einen Folgezustand der Vorginge in den Gallenwegen darstellen. 
Wenn z..B. nach einer Morphiuminjektion das bei Gallensteinkoliken 
nicht selten auftretende Symptom der kalten Hinde und FiiBe mit den 
Schmerzen schwindet, oft so prompt, da8 man aus dem Schwinden dieser 
Erscheinung geradezu das Nachlassen der Kolikschmerzen und die erfor- 
derliche Morphiumdosis erschlieBen kann, so liegt es nahe, das Symptom 
als eine Folge des Anfalles anzusehen. Nun sind aber auch im Intervall 
zwischen den Anfallen derartige Symptome sehr hiufig zu finden, neben 
anderen vor allem Bradykardie, Obstipation, Hyperaciditét. Diese Zu- 
stinde in der Latenzzeit scheinen nun keineswegs eine Folge des Vorhanden- 
seins von Konkrementen in den Gallenwegen zu sein, man hat vielmehr 
ganz den Eindruck, als ob sie der Konkrementbildung koordiniert oder 
gar als Teilerscheinung eines Allgemeinzustandes aufzufassen waren, welcher 
zur Gallensteinbildung disponiert. 

1) Die Vagotonie. Samml. klin. Abhandl. tiber Pathol. u. Therap. 
der Stoffwechsel- u. Ernihrungsstérungen. Herausgegeben v. Noorden. 
9. u. 10. Heft. 1910. 

2) Mitt. a. d. Grenzgeb. d. Med. u. Chir. 27, 389. 1914. 
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Als niichste Ursache fiir die Bildung von Gallensteinen miissen wir 
jedenfalls eine Verinderung der Beschaffenheit der Galle gegeniiber der 
Norm annehmen. AuBer an die Méglichkeit, daB eine in normaler Beschaf- 
fenheit von der Leber gebildete Galle sekundir Verinderungen erfahre, 
ist natiirlich auch daran zu denken, da8 abnorme Erregungszustinde im 
autonomen und sympathischen Nervensystem direkt einen Einflu8 auf die 
gallenbildende Tatigkeit der Leberzellen ausiiben. Nun ist freilich gerade 
fiir die Leber anders als fiir die Mund- und Bauchspeicheldriisen eine Ver- 
ainderung ihrer sekretorischen Funktion und ihres Sekretionsproduktes 
unter verschieden starkem Einflu8B des Vagus und Sympathicus kaum etwas 
bekannt. Heidenhain') beantwortet die Frage nach einem direkten 
Einflu8 des Nervensystems auf die Gallensekretion in negativem Sinne, 
kiinftiger Forschung es iiberlassend, die Frage zu entscheiden, ob die 
Leberzellen unabhingig von jedem NerveneinfluB oder unter der Herr- 
schaft automatischer Nervenzentren der Leber ihre sekretorischen Auf- 
gaben erfiillen. Arthaud und Butte?) sehen auf Grund ihrer Versuche 
(Reizung des peripheren Vagusendes in der Hohe der Kardia verlangsamt 
die Gallenabscheidung) einen direkten Einflu8 des Vagus auf die Gallen- 
sekretion als erwiesen an. Zu dem entgegengesetzten Ergebnis einer Férde- 
rung der Sekretion der Galle, und zwar sowohl des Gallenwassers als ihrer 
festen Bestandteile, kam M. Eiger*) in Versuchen mit intrathorakaler 
Vagusreizung bei Hunden. Verwertbare Angaben iiber die Beeinflussung 
der Gallensekretion durch Pharmaka mit bekanntem Angriffspunkt im 
autonomen oder sympathischen Nervensystem liegen kaum vor. Nur einer 
jiingst erschienenen Arbeit muB hier gedacht werden; J. Bauer und 
E. Spiegel‘) haben an klinischen Fallen die Méglichkeit und Art der 
pharmakologischen Beeinflussung der Konzentration freilich nur eines 
fiir die vorliegende Frage vielleicht minder wichtigen Gallenbestandteils, 
des Bilirubins, im Blute festgestellt. 


Im Zusammenhange mit anderen Untersuchungen iiber die 
sekretorische Tatigkeit der Leber habe ich in den Jahren 1913 
und 1914 an der Klinik von Noorden, 1918 und 1919 an der 
Klinik Wenckebach Untersuchungen in der angefiihrten Rich- 
tung an Kaninchen angestellt. Diese Tiere wurden bisher nur 
selten in gréBerem Mafe fiir derartige Untersuchungen verwendet. 
Man wahlite meist Hunde mit permanenter Gallenfistel, ob zwar 
von verschiedenen Seiten auf die Schwierigkeiten bei der Deu- 
tung der Versuchsergebnisse hingewiesen wurde, die durch die 
komplizierte Gallenausscheidungskurve dieser Gallenfistelhunde 


1) Herrmanns Handb. d. Physiol 5, H. 1. 
2) Compt. rend. de la soc. de biol. 42, 44. 1890. 
3) Zeitschr. f. Biol. 66, neue Folge 48, 229. 1916. 
4) Dtsch. Archiv f. klin. Med. 129, 17. 1919 
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gegeben sind. Dagegen betont Biirker'), der in einer gréBeren 
Versuchsreihe Kaninchen mit temporirer Gallenfistel verwendete, 
die iiberaus groBe RegelmaBigkeit der Lebersekretion dieser Tiere, 
die freilich bei dem geringen Sekretionsdruck leicht durch unge- 
eignete Lagerung der Kaniile, verschiedene Fillung und Lagerung 
der Baucheingeweide, Stérungen der Atmung und Unruhe des 
Tieres, wenn auch nur scheinbar, gestért werden kann. Die 
groBe RegelmaBigkeit der Gallenbildung ist vielleicht darin be- 
griindet, daB Kaninchen als Pflanzenfresser sich fast andauernd 
im Zustande der Verdauung befinden. Das Gewicht der verwen- 
deten Tiere betrug um 2000g. Sie wurden mit Abfillen der 
Krankenkost (Kartoffeln, Reis, Riiben, Kraut) gleichmaBig, in 
den Vorkriegsjahren reichlicher als spiter gefiittert, erhielten 
ihre letzte Futterration um 10 Uhr vormittags des Versuchs- 
tages. 4—5 Stunden spiter wurden sie mit Urethan (1,2 g 
pro Kilogramm Tier) in 10proz. Lésung narkotisiert. Dann 
wurde eine Kaniile in eine Jugularvene eingebunden, das Abdomen 
in der Mittellinie eréffnet, der Gallenblasengang an seinem Gallen- 
blasenende abgeklemmt, in den Gallengang eine Glaskaniile 
mit Schlauchleitung eingebunden und die abflieBende Galle in 


MeBz\lindern aufgefangen und gemessen, in manchen Fillen 
zeitweise auch die in bestimmten Zeitraumen ausflieBenden 


Gallentropfen evtl. mit Hilfe eines elektrischen Tropfenzihlers 
gezihlt. Das Abdomen wurde teilweise durch Klemmen wieder 
geschlossen und durch Kompressen und Bestrahlung mit einer 
Glihlampe vor Abkithlung geschiitzt. Fast in allen Versuchen 
wurde kiinstliche Atmung mit einem Meyerschen Respirations- 
apparat durchgefiihrt. Bestimmt wurde auBer der Gallenmenge 
in verschiedenen aus den Tabellen ersichtlichen Zeitperioden 
das spezifische Gewicht dieser Gallenportionen, ihr Trocken- 
riickstand, ihre Oberflichenspannung und Viscositét. Die Be- 
stimmung der beiden letzten GréBen erfolgte mit dem Viscosta- 
gonometer von Traube. Die als Oberfliachenspannung ange- 
fiihrten Werte entsprechen dem Produkt aus dem Verhiltnis 
der TropfengréBe der Galle zu dem des Wassers von gleicher 
Temperatur mit dem pyknometrisch ermittelten spezifischen 
Gewicht der Galle fiir diese Temperatur; als Viscositiit habe ich 
das Verhiltnis der AusfluBgeschwindigkeit der Galle zu der 
4) Arch. £. d. ges. Physiol. 83, 241. 1901 
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von destilliertem Wasser angefiihrt. Wahrend die Werte der 
Oberflachenspannung sich mit groBer Sicherheit und Genauigkeit 
feststellen lieBen, gilt dies fiir die der Viscositaét nicht in ganz 
gleichem Ausmafe. Hier kommen Schwankungen zwischen den 
Werten einzelner Gallenportionen vor, die vielleicht nur dadurch 
hervorgerufen werden, da8 allerfeinste in der sonst klaren Galle 
suspendierte Teilchen die Capillare des Apparates verengern; 
gleichwohl wurde von einer Filtration oder Sedimentierung ab- 
gesehen, um nicht andere Fehlerquellen einzufiithren. — Auch 
auf einen etwaigen Zuckergehalt der Galle wurde geachtet. Im 
folgenden werden stets nur einige Versuche jeder Reihe tabel- 
larisch angefiihrt; die gezogenen SchluBfolgerungen sind die 
Resultate aus allen vorgenommenen Versuchen. 


Normalversuche. 


Versuch 1: Miannliches Kaninchen, 1900 g, erhalt um 2" 25’ 23 ccm 
einer 10proz. Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 3" bis 3° 30’ 
wird in eine Jugularvene eine Kaniile eingebunden, der Gallenblasengang 
an der Gallenblase abgeklemmt, eine Choledochusfistel angelegt; die aus 
der Gallengangskaniile abtropfende Galle wird von 3" 40’ an gesammelt. 


Versuch 2: Weibliches Kaninchen, 1900 g, erhalt um 2" 15’ 24 ccm 
einer 10proz. Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 3" bis 3" 25’ 
wird eine Jugularvenenkaniile eingebunden, der Gallenblasengang an seinem 
Gallenblasenende abgeklemmt, eine Choledochusfistel angelegt und kiinst- 
liche Atmung eingeleitet; die abtropfende Galle wird von 3"15 an ge- 
sammelt. 

Versuch 3: Weibliches Kaninchen, 2000 g, erhalt um 1" 50’ 24ccm 
emer 10proz Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 2" 20’ bis 2® 35’ 
wird eine Kaniile in eine Jugularvene eingebunden, der Ductus cysticus 
an der Gallenblase abgeklemmt, eine Choledochusfistel angelegt und kiinst- 
liche Atmung eingeleitet; die abflieBende Galle wird von 2°40’ an ge- 
sammelt. 

Versuch 4: Weibliches Kaninchen, 2000 g, erhailt um 1" 35’ 25 cem 
einer 10 proz. Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 2" 5’ bis 2" 15’ 
wird eine Kaniile in eine Jugularvene eingebunden, der Gallenblasengang 
an der Gallenblase abgeklemmt, eine Choledochusfistel angelegt wid kiinst- 
liche Atmung eingeleitet; die abflieBende Galle wird von 2" 20’ an ge- 
sammelt. 


Die Normalversuche an Kaninchen mit der oben angefihrten 
Anordnung ohne sonstigen Eingriff gaben folgende Resultate: 

1. Die Gallenmenge sinkt innerhalb der ersten drei halben 
Stunden betrichtlich und stellt sich nach dieser Zeit auf ein 


FPortsetzung auf 8. 89. 
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Tabelle zu Versuch 1. 
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Tabelle zu Versuch 2. 
“£ | | Trockenrtickstand 
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Tabelle zu Versuch 3. 
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menge 
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15 Min. 
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3h5’ —32 10 | 
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3> 40’—32 457 | 
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4b 15/—4> 20’ 
4h 20/—4" 25’ 
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4b 30/—4 35’ 
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45 40/—4" 45’ 
4 45/—4" 50’ 
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Tabelle zu Versuch 4. 








2 20’—2" 25’ 
25 25’—2> 30’ 
2 30’--2 35’ 
2 35’—2» 40’ 
2h 40/—2» 45’ 
2h 45’—2» 50’ 


2 20’—2" 50/ 


2 50’—2" 55’ 
25 55/—3h 

3h = =—3h5’ 
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3> 10’—3" 15’ 
3 15’—3" 20 
35 20/—3" 25’ 
35 25’—3» 30’ 
32 30/—3 35’ 
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3h 35/—40 207 | 


4” 20/—4" 35’ | 
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spannung 





Spezif. 
Gewicht 





| Oberflichen- 
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633,2 
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Niveau ein, das unter kleinen periodischen, schon von Biirker') 
beobachteten Schwankungen stindenlang beibehalten wird, meist 
mit einer geringen Tendenz zum weiteren Abfall. Die in benach- 
barten Perioden von 5—15 Minuten Dauer und, nach Ablauf 
der ersten drei halben Stunden, auch in gréfSeren Zeitriiumen 
sezernierten Gallenmengen stehen einander sehr nahe. 

2. Das spezifische Gewicht der Galle, um 1010 in geringem 
AusmaB schwankend, nimmt mit der Versuchsdauer langsam ab. 

3. Der prozentische Gallentrockenriickstand liegt bei Ver- 
suchsbeginn meist zwischen 2 und 2,5%, die fir viertelstiindige 
Perioden berechnete absolute Trockenriickstandsmenge zwischen 
0,04 und 0,08 g; beide Werte sinken mit der Versuchsdauer. 

4. Die Oberfliachenspannung zeigt einen sehr konstanten 
Normalwert, der in 32 Versuchen bei Versuchsbeginn zwischen 
617 und 631 liegt, nur zweimal darunter (niedrigster beobach- 
teter Wert 609) und dreimal dariiber (héchster beobachteter 
Wert 633,8). Wiahrend des Normalversuchs hilt sich die Ober- 
flachenspannung auf annihernd gleicher Héhe, gewéhnlich mit 
einer geringen Tendenz zum Anstieg; der héchste im Verlauf 
eines Normalversuchs beobachtete Wert war 635,4. — Aus diesem 
Verhalten der Oberflaichenspannung laBt sich mit gréBter-Wahr- 
scheinlichkeit ein Konstantbleiben oder eine geringe Abnahme 
der oberflachenaktiven Bestandteile der Galle also hauptsichlich 
der gallensauren Salze erschlieBen, zumal eine Versuchsreihe, in 
der Kaninchengalle einerseits mit destilliertem Wasser auf das 
2—64fache verdiinnt, andererseits durch Einengen oder durch 
Zusatz von Taurocholsiiure konzentrierter gemacht wurde, ergab, 
daB mit der Konzentrationszunahme eine Abnahme, mit der Ver- 
diinnung ein Anstieg der Oberflichenspannung einhergeht’); 


le. 

2) DaB eine Konzentrationszunahme mit einem Abfall der Oberflichen- 
spannung, eine Verdiinnung mit einem Anstieg derselben einhergeht, war 
nicht von vornherein selbstverstiindlich, da Versuche von G. Buglia*), 
die ich erginzte, fiir Lésungen gallensaurer Salze nicht in allen Fallen so 
einfache Verhiltnisse zeigten. So ergaben Léisungen von Natrium glyco- 
cholicum Kahlbaum eine Oberflichenspannungskurve, die von 6—4% 
einen ganz geringen Anstieg, von 4—1,75% einen geringen Abfall, von 
1,75—0,25 ein steiles Absinken, und von da an einen noch steileren Anstieg 
zeigt; bei 0,12% hat die Kurve die Héhe der 1,75 proz. Lésung erreicht, ist 


*) Diese Zeitschr. 22, 1. 1909 
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eine gewisse Bedeutung kénnte noch der von G. Ba yer!) fest- 
gestellten Tatsache zukommen, daB an sich nicht oberflichen- 
aktive anorganische Salze in dem Sinn wirken, da eine Zu- 
nahme ihrer Konzentration die Oberflichenwirkung der Gallen- 
siuren steigert. 

5. Die Viscositét der Galle liegt um 103 (Wasser = 100). 

6. Die Galle war in der Regel zuckerfrei, wihrend der Harn 
am Ende des Versuchs ausnahmslos Zucker enthielt. In einigen 
Fallen, fast ausschlieBlich in den Vorkriegsjahren mit ihrer 
reichlicheren Fiitterung, gaben Gallenportionen, die meist nicht 
vom Versuchsbeginn stammten, eine deutliche Reduktion Feh- 
lingscher Lésung. Die Angabe Naunyns?), daB Zucker ein 
normaler Gallenbestandteil ist, vermag ich nicht zu bestatigen, 
wenigstens nicht soweit Mengen in Betracht kommen, die mit 
" einfachster Methodik nachweisbar sind. 

Waren so Werte fiir den normalen Ablauf der Gallensekre- 
tion festgestellt, so sollten weiter etwaige Anderungen im Ver- 
halten der Galle unter gesteigerter Vagus- und Sympathicus- 
wirkung untersucht werden. Um die Mechanik der Versuchs- 
anordnung nicht durch direkte Reizung der Nerven im Ab- 
domen oder Thorax zu komplizieren, wurden zuniichst die Wir- 
kungen von subcutan oder intravenés eingefiihrten Substanzen 
beobachtet, deren Angriffspunkt im autonomen oder sym- 
pathischen Nervensystem an anderen Erfolgsorganen studiert 
ist. So wurde in einer Versuchsreihe, nachdem eine Anzahl 
normaler Gallenportionen aufgefangen war, Pilocarpin sub- 


bei einer Konzentration von 0,01% noch weit vom Nullpunkt entfernt. 
Acidum glycocholicum Merck, wiederholt aus Wasser umkrystallisiert, in 
2 proz. Natriumcarbonatlésung zeigt eine ahnliche Kurve, aber mit geringerer 
Abfallszacke zwischen 1,0 und 0,05%. Kaum angedeutet ist diese Zacke 
bei einem Priparat von S. Bondis synth. Taurocholsiure in 2proz. Na- 
triumcarbonatliésung, das eine Kurve mit fast horizontalem Schenkel von 
1,5—0,1% und fast vertikalem Schenkel bei weiterer Verdiinnung gab. 
Jegliche Abfallszacke fehlte bei Acidum cholalicum Merck in 2 proz. Soda- 
lésung. — Fiir das Verhalten der Kaninchenlebergalle seien folgende Bei- 
spiele angefiihrt: 

Galle auf die Hilfte eingeengt 617,5, native Galle 622,8, Galle auf die 
Hilfte verdiinnt 634,6; native Galle 624,2, verdiinnt auf 4/, 632,2, auf 1/, 
638,3, auf 1/, 652,3, auf 1/,, 696,1, auf 4/,. 742. 

1) Diese Zeitschr. 13, 234. 1908. 

*) Arch. f. experim. Pathol. u Pharmakol. 3, 157. 


Fortsetzung auf 8. 93 
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Pilocarpinversuche. 

Versuch 5: Weibliches Kaninchen, 1900g, erhalt um 24 25’ 23 com 
einer 10 proz. Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 2" 50’ bis 3" 10’ 
wird eine Jugularvenenkaniile eingebunden, der Gallenblasengang an der 
Gallenblase abgeklemmt, eine Choledochusfistel angelegt und kiinstliche 
pecrernen i. ne von 3°15’ an wird Galle gesammelt. 
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Versuch 6: Weibliches Kaninchen, 2200 g, erhilt um 2" 27 ccm 
einer 10 proz. Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 2°40’ bis 2 55’ 
wird eine Kaniile in eine Jugularvene eingebunden, der Gallenblasengang 
an der Gallenblase abgeklemmt, eine Choledochusfistel angelegt und kiinst- 
liche Atmung eingeleitet; die Galle wird ab 3" gesammelt. 





gh —3hp/ 
3h 5” —3h10/ 
34 10/—3" 15’ 


32 — 32 15’ 


34 15’—3" 20’ 
3b 20/—3} 25’ 
3h 25/—3% 30 
3h 30/—3 35’ 
3h 35/—32 40’ 
3h 40/—3" 45/ 
3h 15’ —3" 45’ 
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4b 90/—4 25/ 
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62 15/—6" 30’ 
6h 30’—62 45/ 
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7h —715/ 
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7h 30’—7 45/ 
6 45/—7" 457 | 
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Um 458’ werden 
1,2 mg Pilocarp. 
hydrochlor. in 
0,75 cem physiol. 
NaCl-Lésung in 
die Jugularvene 
injiziert. 

4n6’ starke Sa- 
livation. 


4h 45’ Salivation 
gering. 


4h 80’ Salivation 
hat aufgehdrt. 
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10113} 1,90,0,0817,0,0204)103,7| 0 
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Versuch 7: Weibliches Kaninchen, 1920 g, erhalt um 2" 5’ 24 com 
einer 10 proz. Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 2% 40’ bis 2" 55’: 
Jugularvenenkaniile, Abklemmung. des Gallenblasenganges an der Gallen- 
blase, Choledochusfistel, kiinstliche Atmung; ab 3 40’ wird die Galle ge- 
sammelt. 
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y Trockenrtickstand eal 
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3h 40/—4> 40/| 630,6,1011,2] 2,4010,10320,0258 
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$8 4045 | panes rote ene 
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be 1 cem phys. NaCl-Lé- 
= ho Be 4 sung subsut.injisiert. 
oO oa 


6b80’ starke Salivat. 
45 40/—5» 40/ 631,4/1010,5) 2,17/0,0808 0,0207]103, 1! 
| | 


5b 40’—5» 55’ 
55 55’—6" 10’ | | Um6b15’ werden 4mg 
6» 10’ —6" 25’ | | Piloc. hydrochlor. in 
6b 25’—6> 40’ | | foe eabenkingabers. 
6 40’—6" 55’ 6b 50’ Salivation 








5» 40’—7 10’; 1011,0) 2,160,0799.0,0133}103,8 


6 55’—72 10’ nimmt ab. 


7 10’—7» 95’| 
7h 25/—7h 407| 
7% 40’—7" 55’| 
74 55’—8" 10/| 0, | 
7™ 17 —8" 10'| 1,7 633,1/1011,5) 2,320,03940,00991104,6 0 





4 
0 
0 
0 
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cutan oder intravendés injiziert. In Versuchen fritherer Autoren 
iiber die Frage, ob das Pilocarpin cholagog wirke, ergaben sich 
die verschiedenst méglichen Resultate: die einen erklaren es 
als Cholagogum, andere behaupten, es sei wirkungslos, andere 
fanden gar eine gallensekretionshemmende Wirkung; Literatur 
s. bei A. Zeri?). 

Ergebnisse der Pilocarpinversuche: 1. Die Gallenmenge ver- 
halt sich ahnlich wie im Normalversuch, hiufig ist aber doch 
eine geringe cholagoge Wirkung in der Art nachweisbar, daB 
der Normalabfall verzégert wird oder auch ein maBiger An- 
stieg auftritt. 


1) Arch. ital. de biol. 48, 94. 1907. 
Fortsetzung auf 8S. 96. 
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sammelt. 


E. Neubauer: 


Atropinversuche. 

‘Versuch 8: Weibliches Kaninchen, 2350 g, erhalt um 2 27 com 
einer 10 proz. Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 2% 30’ bis 2" 55’: 
Juguralvenenkarriile, Abklemmung des Gallenblasenganges an der Gallen- 
blase, Choledochusfistel, kiinstliche Atmung; die Galle wird ab 3" ge- 
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355’ —32 10’ | 1,3 
3 10’—3" 15’ || 1,1 
3b 15’—32 20’ | 1,1 
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3h 35/—3" 40’ | 1.2 
3h 40/— say} 2 


’ 
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Bemerkungen 


Um 45 15’ wurden 
2,35 mg Atrop. 
sulfuric. in 1 ccm 
physiolog, NaC!- 
Lésung in die 
Jugularvene in- 
jiziert. 
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Versuch 9: Mannliches Kaninchen, 1900 g, erhilt um 1" 50’ 23 ccm 
einer 10 proz. Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 2" 15’ bis 25 30’: 
Jugularvenenkaniile, Abklemmung des Gallenblasenganges an seinem 
Gallenblasenende, Choledochusfistel, kiinstliche Atmung; die Galle wird 
von 25 45’ an gesammelt. 
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3h ly 3" 45 636,7) 1010.4 1,75 10 ]°° ingistert. 
3h 45/—3" 50’ | | 
3% 50/—3" 55’ | 
3h 55/—4h 

gh —4h5/ 
45’ —40 10 
4h 10-—40 157 
4 15/—48 907 
4h 20’—4h 25/ 
4 25/—4h 30/ 
4h 30'—4» 35/ 
4 35/—4 40 
4 40/—40 45/ 
3h 45 ah a5 


| 
| 
| 
| 
| 
| 





ocsosooso 





| 


OoOoooooerooococoeo 


| 
| 
| 


| 
| 
| 
| 
1010,1] 1,88, 0,0611! 0,0153) 104,4 


| 
| 
} 
| 


1009,8} 1,86) 0,0707| 0,0177 


ov 


OOS ~& 
“co CO 


5b 15/—5» 307 | 
Bb 30’—5>» 457 |! 
45 45’—5» 45’ | 
ph45y7—Gh 
6h =—6h 157 | 
62 15/—Gh 307 | 
6" 30’—6» 45’ 
5h 45/—6 457 | 
| 
62 45’—75 | 
7h 7h 157 | 





Ss WIS 
“1 000=1 NOICO 
or 


o 





cofoo 


on 


- 


1010,1] 1,79} 0,0555! 0,0139} 102,9 0 


| 
7 15’—8? 15’ | | 
6" 45’—8 157 | 635,2 1010,1 1,74} 0,0713! 0,0119) 
Biochemische Zeitschrift Band 109. - 


+ 


moo ww 
COND 


> 




















-_ 
— 











96 E. Neubauer: 


2. Das spezifische Gewicht der Galle hat im Gegensatz zum 
Normalversuch eine Tendenz zum Anstieg. 

3. Der prozentische Gallentrockenriickstand steigt miaBig, 
meist in der Art, da das normale Absinken ausbleibt, die fir 
viertelstiindige Perioden berechnete absolute Trockenriickstands- 
menge sinkt langsamer als im Normalversuch. 

4. Die Oberflachenspannung und 

5. die Viscositit bleiben unbeeinflu&t. 

6. Die Galle war stets zuckerfrei. 

Die Pilocarpingalle ist also etwas konzentrierter als die 
Normalgalle; dabei ist ihre Oberflichenspannung nicht herab- 
gesetzt, ihre Gallensiurekonzentration demnach wohl nicht erhoht. 

In 6 Versuchen, in denen Atropin in Dosen von 1 mg bis 
1,6 cg pro Kilogramm Tier intravenés gegeben wurde, also in 
Dosen, die nach Modrakowski?') auf die Sekretion des Hunde- 
pankreas in entgegengesetztem Sinne wirken, ergab sich keine 
deutliche Veriinderung in der Menge, dem spezifischen Gewicht, 
dem prozentischen und absoluten Trockenriickstand, der Ober- 
flachenspannung und Viscositaét gegeniiber der Norm. Die Galle 
war zuckerfrei, in einem Falle verschwand nach Atropin in der 
Galle vorhandener Zucker. 

Adrenalin wirkt an allen Organen, besonders auch an den 
Driisen mit wenigen Ausnahmen wie Sympathicusreizung. Es 
steigert die Sekretion der Speicheldriisen [Langle y?], das dabei 
gebildete Sekret hat die Eigenschaften des Sympathicusspeichels ; 
es steigert die Sekretion der Tranendriise, der Hautdriisen des 
Frosches, nicht aber die der SchweiBdriisen. Die Sekretion der 
Bauchspeicheldriise liBt es unbeeinfluBt, setzt sie herab oder 
hemmt sie vollstiindig je nach der Dosis [G14 Bner und Pick®)]; 
nach Kudrewezki‘) und Sawitsch®) erhilt man allerdings 
nach direkter mechanischer Sympathicusreizung, wenn eine 
Reizung der in dem Nerven verlaufenden gefiSverengernden 
Fasern vermieden wird, einen vermehrten an festen Substanzen 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 114, 487. 1906. 
2) Journ. of physiol. 27, 237. 1901. 
8) Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 6, 313. 1909. 
*) Zitiert nach Babkin: Die aéuBere Sekretion der Verdauungsdriisen. 
Springer 1914. 
5) Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. d. Stoffwechsels, Heft 1, 1909. 
Fortsetzung auf 8. 99 
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Adrenalinversuche. 

Versuch 10: Mannliches Kaninchen, 1750 g; um 1" 45’ 21 ccm einer 
10proz. Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 25 15’ bis 2" 25’ wird 
eine Kaniile in eine Jugularvene eingebunden, der Gallenblasengang an 
seinem Gallenblasenende abgeklemmt, eine Choledochusfistel angelegt und 
kiinstliche + cnguaiint die Galle wird ab 2" 30’ Sa. 
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98 E. Neubauer: 
Tabelle zu Versuch 10 (Fortsetzung). 
a - Trockenriickstand| ., | = 
sslasiusl | lagel = iz 
7.2 S Nes i 2 nD ae 
Zeit E - a E Be int)! ing be Ee g |3 Bemerkungen 
a7|28) SO] 25/5 |e 
Oo. {9 “13.2 
6» —615/) 0,6 ae | 
8? 15/—6" 30"} 0,7 | | | | 
5» 15’—6" 30’! 3,8 | 621,4) 1012,4) 2,55) 0,0969| 0,0194] 110,0 + 
6> 30-62 45’) 0,4) | | 
6> 45’—7> =| 0,5 | 
7h =—7h15’/ 0,6 | | 
7® 15/—7» 30’! 0,7 | | 
7> 30/—7> 45’! 0,5 
7® 45/—8b 0,5 | 
gh —8 15’] 04 | as | 
6" 30’—8» 15’! 3,6 | 629,1, 1012,2| 2,44/ 0,0878, 0,0125j 103,3| 0 





Versuch ll 
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: Weibliches Kaninchen, 1650 g; um 3" 10’ 20 com einer 


10 proz, Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 3" 40’ bis 4" 10’: In- 
gularvenenkaniile, Abklemmung des Gallenblasenganges, Choledochusfistel, 
kiinstliche Atmung; die Galle wird von 4" 10’ an gesammelt, 
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Versuch 12: Weibliches Kaninchen, 2300 g, erhalt um 2" 15’ 28 com 
einer 10proz. Urethanlésung mit der Schlundsonde. Von 3" bis 3" 25’: 
Jugularvenenkaniile, Abklemmung des Gallenblasenganges, Choledochus- 
fistel, kiinstliche Atmung; die Galle wird von 4" an gesammelt. 
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und Fermenten sehr reichen Pankreassaft. Hinsichtlich der 
Wirkung auf die Gallensekretion besteht eine Angabe von Lang- 
ley), daB das Adrenalin die Gallenmenge steigert. In 10 Ver- 
suchen habe ich Adrenalin subcutan oder intravenés gegeben. 

Es ergibt sich also, da8 unter Adrenalinwirkung 

1. die Gallenmenge meist deutlich starker sinkt als im 
Normalversuch. Nach subcutaner Injektion ist das Sinken der 
Gallenmenge nicht immer deutlich. Bei gréBeren Dosen und bei 
intravenédser Anwendung ist es meist sehr ausgesprochen, ja es 
kommt geradezu zu voriibergehendem Stillstand der Gallen- 
sekretion, ebenso wie das GlaBner und Pick?) fiir die Pankreas- 


1) Zitiert nach Biedl, Innere Sekretion I, 487. 2. Aufl. 1913. 
2) Zeitschr. f. exp. Path. u. Ther. 6, 313. 1909. 

















100 E. Neubauer: 


Versuch 13: Mannliches Kaninchen, 2050 g, erhalt um 2" 5’ 26 ccm 
einer 10 proz. Urethanliésung mit der Schlundsonde. Von 25 45’ bis 35 10’ 
wird eine Kaniile in eine Jugularvene eingebunden, der Gallenblasengang 
an seinem Gallenblasenende abgeklemmt, eine Choledochusfistel angelegt 
und kiinstliche Atmung eingeleitet ; die Galle wird von 3" 25’ an gesammelt; 
von 5% 4’ bis 5" 34’ Tropfenzihlung. 









































a § a ¢ 23 
P oe : of ‘ of 
Zeit 36 Zeit =e Zeit = 8] Bemerkungen 
Be Mit o& ok Ries 
53’ —5ha’ | 4 | 5514’—5>15’| 1 | 5 25/—526’| 2 | Von 610’ dis 
5h4’ —525’ | 5 | 5>15’—5>16’| 0 | 5>26’—5h27"| 2 [PA2”  laufen 
55’ —56” | 5 | 5616’—5"17’| 1 | 5%27’—5>98’| 2 [sung 1: 10000 
506’ —5»7 | 4 | 5Y17’—5h18’| 0 | 5b98’—5h99’| 4 | Adrenalin. _hy- 
bh?” —5>8’ | 5 | 5>18’—5>19’| 1 | 5>29’—5>30’| 4 | drochlor. puriss. 
5hg’ —5b9’Y | 5 | 5519’—5»20’!| O | 5230’—5»31’ | 5 | Jugularvene ein. 
569 —5h10’| 5 | 520’—521’| 1 | 58 31’-—532’! 6 
5 10’—5»11’| 7 | 5%21’/—5»29’| 2 | 5>39’—5h33’| 8 
5D 11/—5" 12’| 2 | 5>29’—5»93’| 2 | 5%33’—5h34’| 4 
5> 12’—5>13’| 1 | 5% 23’—5h24’| 1 
5M 13/5 14’| 0 | 5h 24’—5b 95’) 1 | 


sekretion gezeigt haben. Den gleichen Effekt auf die Gallen- 
sekretion hatte Naunyn!) beim Zuckerstich gesehen ; 

2. das spezifische Gewicht steigt. 

3. Der prozentische Gallentrockenriickstand steigt, der abso- 
lute meist nicht. 

4. Die Oberflachenspannung sinkt. 

5. Die Viscositat ist oft stark erhéht. 

6. In den Versuchen mit subcutaner Anwendung von Adre- 
nalin fand sich stets Zucker in der Galle. Nach intravendser 
Zufuhr sah ich nur einmal und auch da nur eine geringe Glyko- 
cholie. Der Anstieg des spezifischen Gewichtes, des relativen 
Trockenriickstandes ist nicht auf den Zuckergehalt der Galle 
allein zuriickzufiihren, da er sich auch, wenn auch in geringerem 
AusmaB, in den Versuchen mit intravenéser Adrenalininjektion 
ohne Glykocholie findet. Die Oberflichenspannung wird durch 
den Zuckergehalt der Galle nicht beeinfluBt, wie Versuche mit 
Zusatz von wiederholt umkrystallisiertem Traubenzucker zur 
Galle zeigten; dagegen kann, wie aus den gleichen Versuchen 
hervorgeht, der Anstieg der Viscositit zum Teil eine Folge des 
Zuckergehaltes der Galle sein. 


1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 3, 157. 
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Die Versuchsreihe ergab also abgesehen von den Normal- 
daten eine Beeinflussung derselben in folgendem Sinne: 

Pilocarpin 148t die Gallenmenge unverindert oder erhéht 
sie um ein geringes; spezifisches Gewicht und Trockenrickstand 
sind gegeniiber der Norm etwas erhéht, wihrend die Oberflichen- 
spannung keine Abweichung vom normalen Verhalten zeigt; 


Pifocarpin 
Normalversuch ~ 














Atropin 





Adrenalin 





Abb. 8. Abb. 4. 


Die Kurven entsprechen den Versuchstabellen 4, 5, 9 und 10. Mit ununterbrochener 

Linie ist die Kurve der Gallenmenge, mit gestrichelter die der Oberflachensp ung, 

mit punktierter die des prozentischen Trockenriickstandes gezeichnet. Fir die Kurve 
der Oberfldchenspannung hat die Abszisse den Wert 600. 





die Konzentrationszunahme der Galle diirfte daher auf jene 
Gallenbestandteile beschriankt sein, die keine hohe Oberflachen- 
aktivitat besitzen. 

Atropin blieb in der verschiedensten Dosierung bei subcutaner 
und intravenéser Anwendung ohne deutliche Wirkung in irgend- 
einer Hinsicht auf Menge und Beschaffenheit der Galle. 

Adrenalin verringert die Gallenmenge, erhéht ihr spezi- 
fisches Gewicht und ihren prozentischen Trockenriickstand, setzt 
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ihre Oberflichenspannung herab, diirfte also den Gehalt der 
Galle an oberflachenaktiven Stoffen, besonders an Gallensduren 
erhéhen. Die Viscositaét der Galle ist erhdht. Nach subcutaner 
Adrenalininjektion kommt es zu Glykocholie. 

Die vorstehenden Kurven sollen diese Befunde illustrieren. 

Es ergibt sich demnach im Versuch eine Verschiedenheit 
der durch pharmakodynamische Vagus- und Sympathicusreizung 
beeinfluBten Gallensekretion, die, wenn auch geringgradig ver- 
glichen mit dem Verhalten der Speicheldriisen, immerhin von 
prinzipieller Bedeutung erscheint. 





Colorimetrische Untersuchungen iiber das Tryptophan. I. 
Uber den Tryptophangehalt des Blutserums und der Milch. 


Von 
Otto Fiirth und Edmund Nobel. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Institutes und aus der 
Klinik fiir Kinderkrankheiten der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1920.) 


I, Einleitung. 
Bisherige Versuche zur Tryptophanbestimmung in Proteinen. 


Zahlreiche im Verlaufe des letzten Dezenniums ausgefihrte 
Untersuchungen, vor allem aber die wichtigen Arbeiten von 
Th. B. Osborne und L. B. Mendel, haben die groBe Bedeutung 
des Tryptophans fir die Stoffwechsel- und Wachstumsvor- 
gange zur Geniige dargetan. Es hat sich immer wieder heraus- 
gestellt, daf Eiwei®kérper, denen der cyclische Komplex des 
Tryptophans mangelt, wie das Zein aus Maiskérnern und wie 
die Gelatine, ungeeignet erscheinen, den Anforderungen des 
Organismus in bezug auf den normalen Ablauf der Wachstums- 
vorginge zu geniigen. Osborne hat seinerzeit die Vermutung 
ausgesprochen, daB die ,,Zyklopoiese“, d. h. das Vermégen 
des Aufbaus gewisser cyleischer Komplexe eine Eigentiimlich- 
keit der pflanzlichen Zelle sei, welche den tierischen Organismus 
in bezug auf gewisse Seiten des Ernahrungsvorganges vom 
Pflanzenleben abhingig machen soll. 

So erscheint denn heute die Ermittlung des Tryptophan- 
gehaltes tierischer und pflanzlicher Gewebe und Gewebsfliissig- 
keiten sowie der Niahrstoffe als eines der dringendsten Postu- 
late der Stoffwechselforschung. 

Die Erkenntnis der Unzulinglichkeit der bisher fir die 
Tryptophanbestimmung angegebenen Methoden hat uns dazu 
gefiihrt, nach neuen Wegen Umschau zu halten. SchlieBlich hat 
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sich uns nach mannigfachen Vorversuchen ein colori metrisches 
Verfahren als gangbar erwiesen, welches auf einer von Voi- 
senet!) angegebenen Farbenreaktion beruht, naimlich auf der 
Violettfarbung, welche eintritt, wenn man eine EiweiSsubstanz 
in wisseriger Lésung oder Suspension mit sehr schwach nitrit- 
haltiger konzentrierter Salzsiure in Gegenwart einer Spur von 
Formaldehyd versetzt. 


Bevor wir jedoch auf diese Reaktion niaher eingehen, diirfte 
es unerlaBlich sein, die bisher fiir die quantitative Bestimmung 
des Tryptophans angegebenen Methoden, soweit dieselben zu 
unserer Kenntnis gelangt sind, und die mit Hilfe derselben ge- 
wonnenen Resultate zu tiberblicken. 


a) Methode von Levene und Rouiller?): Verdauungsgemenge 
wurden nach Hopkins und Cole mit Quecksilbersulfat in schwefelsaurer 
Lésung ausgefillt. Nach Zerlegung des Niederschlages mit Schwefel- 
wasserstoff und Beseitigung des letzteren wurde Amylalkohol, sodann 
unter lebhaftem Umschiitteln Bromwasser hinzugefiigt, bis die zunichst 
auftretende Purpurfirbung eben wieder verschwunden war. Die Menge 
des verbrauchten Bromwassers gibt ein relatives Ma8 fiir die Menge vor- 
handenen Tryptophans. 


Die genannte Publikation enthalt nur eine Andeutung des Prinzips, 
sowie zu beriicksichtigender Fehlerquellen, jedoch keine Zahlenangaben 
iiber den Tryptophangehalt von Proteinen. Eine weitere Veréffentlichung 
tiber den Gegenstand scheint nicht erfolgt zu sein. 


b) Methode von Fasal'), Dieselbe beruht auf der Glyoxylsaure- 
reaktion des Tryptophans. Ein Dezigramm der EiweiSsubstanz in Pulver- 
form wurde mit 2ccm einer frischbereiteten Glyoxylsdurelésung und 
6 ccm konz. H,SO, versetzt. Die Farbenreaktion wurde mit Hilfe des Colori- 
meters von Dubosq mit einer Skala verschieden konzentrierter Trypto- 
phanlésungen verglichen. Bei manchen EiweiB8kérpern resultierte ein braun- 
roter Farbenton, der einem genauen colorimetrischen Vergleiche hinderlich 
war. Die Resultate konnten durch Anwendung eines Farbenfilters aus 
Smaragdgriinlésung verbessert werden. Der so ermittelte Tryptophan- 
gehalt betrug fiir Epidermis 0,3—0,5%, Hornspiine 0,17%, Nigel, Schaf- 
wolle Spuren, Casein 0,65%, Lactalbumin 3,07%, Edestin 0,38%, Leber 1,0%, 
verschiedene Carcinome 1,6—1,7%, Sarkom der Ratte 1,4%. 

1) E. Voisenet, Bull. Soc, Chim. Paris (3) 33, 1198 1905. Chem. 
Centralbl. 1906 I, 90. 

2) P. A. Levene und C. A. Rouiller (Rockefeller-Inst., New York), 
Journ. biol. Chem. 2, 43. 1906. 

3) H. Fasal (Labor. d. Spieglerstiftung, Wien), diese Zeitschr. 44, 392. 
1912, 55, 88. 1913. 
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c) Methode von Herzfeld’). Dieselbe basiert auf der schénen 
Blaufarbung, welche (nach Rohde) Tryptophanlésungen mit p-Dimeth yl- 
amidobenzaldehyd geben. Als Vergleichslésung wurde eine Standard- 
lésung von Kupferoxydammoniak beniitzt, die einer bestimmten Trypto- 
phankonzentration entsprach. Um den Tryptophangehalt eines EiweiB- 
k6rpers zu ermitteln, ging der Autor derart vor, daB er 1 g des getrockneten 
EiweiBkérpers in 0,5% Na,CO, liste, #/,g Pankreatin hinzufiigte und 
(unter Zusatz von Chloroform und Xylol) 1 Tag im Brutofen der Ver- 
dauung itiberlieB. Sodann wurde ein aliquoter Teil mit einer salzsauren 
Lésung des Reagens von bestimmter Zusammensetzung versetzt und nach 
ltagigem Stehen die Intensitaét der Reaktion colorimetrisch bzw. spektro- 
photometrisch ausgewertet. Kontrollanalysen unter Zusatz von Trypto- 
phan zu EiweiBlésungen fehlen. Es wird nur angegeben, daB einer 10fachen 
Tryptophankonzentration eine 10mal intensivere Farbenreaktion ent 
spreche. Es fand sich so an Tryptophan in Blutalbumin 0,95%, Milch- 
albumin 0,91%, Fibrin 1,05%, Casein 0,51%, Elastin 0,22%, Hiihner- 
eiweiB 0,52%, Keratin 0,03%, Wittepepton 1,25%, Tyroalbumin 0,05%, 
Edestin 0,58%, Globulin aus Kiirbiskernen 0,61%, Legumin 0,33%, Vitel- 
lin aus Kiirbis 0,30% usw. 

Die beschriebene Methode ist sodann von Elisabeth Kurchin?) 
zur Tryptophanbestimmung in normalen und pathologischen Nieren 
benutzt worden. Es wurde ein Mittelwert von etwa 0,06 g Tryptophan 
in einem Organe von ca. 300g ermittelt. Cas paris) hat den Tryptophan- 
gehalt in normalen und pathologischen Lebern ermittelt. 


d) Methode von Sanders und May‘). Die EiweiSsubstanz wurde 
erst tryptisch verdaut und das Verdauungsgemisch der Faulnis unter- 
worfen; dabei geht das abgespaltene Tryptophan in Indol iiber. Dieses 
wurde mit einem Dampfstrom iiberdestilliert und schlieBlich mit Hilfe der 
Nitrosoindolreaktion colorimetrisch bestimmt. Im Casein wurde so als 


Minimalwert ein Gehalt von 1,6% Tryptophan ermittelt. 

Von einem dhnlichen Gedankengange aus haben kiirzlich E. und 
H. Salkowski die bei der Fiulnis von Proteinen aus dem Tryptophan 
entstehenden Abbauprodukte, naimlich Indol und Indolessigsaure bestimmt. 
Aus den erhaltenen Zahlen wird erschlossen, daB das Fibrin 2,21% Trypto- 
phan enthalte. 

e) Methode von Annie Homer‘). Casein wurde mit gesittigtem 
Barytwasser am Wasserbade 20—120 Stunden hydrolisiert, das Baryum 


1) E. Herzfeld (Chem. Labor. d. med. Klinik, Ziirich), diese Zeitschr. 
56, 256. 1913. 

2) E. Kurchin (Chem. Labor. der med. Klinik Ziirich), diese Zeitschr. 
65, 451. 1914. 

3) C. O. Casparis, Dissert. Ziirich 1914. 

4) J. A. Sanders und C. E. May (Indiana University), Biochemical 
Bulletin 2, 373. 1913. 

5) A. Homer (Lister Inst. London und Departement of Biochemistry, 
Univ. of Torento), Journ. of biol. Chem. 22, 369. 1915. 
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mit Schwefelsiure beseitigt, das Filtrat mit Schwefelsiure auf 5% versetut, 
mit Mercurisulfat in 5proz. Schwefelsiure ausgefallt, der Niederschlag 
mit 5% H,SO, tyrosinfrei gewaschen, sodann in 2% H,SO, suspendiert 
und mit H,S zerlegt. Aus der so gewonnenen tryptophanhaltigen Zer- 
setzungsfliissigkeit wurden die Polypeptide durch Fallung mit Phos phor- 
wolframsaure beseitigt, diese mit Atzbaryt, der Barytiiberschu8 mit 
Schwefelsaiure entfernt. In einem aliquoten Teile des Filtrates wurde nun- 
mehr das Bromadditionsvermégen ausgewertet und mit dem Brom- 
additionsvermégen einer Standard-Tryptophanlésung verglichen. Es ergab 
sich so in 6 Versuchen fiir das Casein ein Tryptophangehalt von 0,99—1,24%, 
nur in einem Falle ein solcher von 1,59%, welcher letztere mit der von 
Hopkins und Cole aus Hammarstenschem Casein erhaltenen Maximal- 
ausbeute von 1,5% Tryptophan iibereinstimmt. 


Indem wir uns vorbehalten, bei spiterer Gelegenheit noch 
auf die einzelnen Methoden und die mit Hilfe derselben erzielten 
Resultate naiher einzugehen, wenden wir uns nunmehr der Voi- 
senetschen Reaktion zu. 


II. Die Reaktion von Voisenet. 


Voisenet hat seine Reaktion in der Weise angestellt, daB 
er z. B. 2—3cem einer Eiwei®lésung in einem Reagensrohre 
mit einem Tropfen einer 5proz. Formollésung versetzte und 


sodann das dreifache Volumen einer sehr schwach nitrithaltigen 
konzentrierten Salzsiure?) hinzufiigte. Dabei trat eine schéne 
Violettfirbung ein. Es lieB sich so in einer EiweiBlésung (z. B. 
in Milch) noch ein Formaldehydgehalt 1 : 10000000, sowie 
eine minimale Spur von salpetriger Séure erkennen. Fiir eine 
gegebene EiweiBmenge nahm die Farbung zunachst mit wachsen- 
dem Formaldehydgehalte zu. Sie wurde durch einen Uberschu8 
sowohl von Formaldehyd als von salpetriger Saiure zerstért. Der 
genannte Autor hat die Reaktion zum Nachweis von Form- 
aldehyd sowie von salpetriger Saure in Nahrungsmitteln, ins- 
besondere der Milch, zum Nachweise von Eiweifspuren im 
Harne und zu ahnlichen Zwecken empfohlen. Die meisten der 
untersuchten EiweiSkérper gaben die Reaktion. Bei der Gela- 
tine, dem Keratin sowie beim ,,reinen Pepton“ wurde sie jedoch 
vermiBt. 

Die Reaktion ist von Voisenet insofern richtig gedeutet 
worden, als er sie mit dem Indolkomplexe des EiweiSmole- 


1) Konz. HCl, die pro Liter +/,—1/, cem 3,6proz. KNO,-Lésung 
enthielt. 
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kiiles in Zusammenhang gebracht hat. ,,Cette réaction doit étre 
attribué a la formation, en petite quantité, dans l’action des acides 
concentrés sur les matiéres albuminoides, des acides scatol- 
glycocollique, scatolearbonique, indolcarbonique et 
des leurs produits de décomposition, scatol et indol: c’est la con- 
densation avec la formaldehyde des: produits d’oxydation de 
ces composés par l’acide azoteux, qui fournit la matiére colo- 
rante révélatrice de cette réaction.‘‘ Der Autor stellte auch fest, 
daB das Indol und Skatol befahigt sind, eine ahnliche Reaktion 
zu geben; von dem (bereits 1901 von Hopkins und Cole ent- 
deckten) Tryptophan macht er keine Erwahnung. 

Dagegen ist die Reaktion von anderer Seite als Trypto- 
phanreaktion erkannt worden. So fiihrt F. N. Schulz!) in 
seinem vortrefflichen Artikel iiber die EiweiBkérper des Harnes 
unter den Farbenreaktionen des Tryptophankomplexes im Ei- 
weiB (neben der Reaktion von Adamkiewicz, derjenigen von 
Liebermann und neben den Reaktionen aromatischer Aldehyde) 
auch die Reaktion von Voisenet?) an. 

Als wir nun bei der Suche nach einer Farbenreaktion, auf 
die eine verlaBliche colorimetrische Bestimmung des Tryptophans 
basiert werden kénnte, auf die Voisenetsche Reaktion gestoBen 
waren, erschien dieselbe allerdings bei fliichtiger Erprobung zu- 
nachst als launenhaft und fiir unsere Zwecke wenig aussichtsreich. 

Bei naherer Durcharbeitung und bei systematischer Ab- 


ainderung der -Versuchsbedingungen sahen wir uns jedoch ver- 


1) F. N. Schulz in der ,,Analyse des Harnes‘ (11. Aufl. von Neubauer- 
Hupperts Lehrbuch), II. Halfte, 8. 1089. 1913. 

2) Aus Beobachtungen von O. Rosenheim, Biochem. Journ. 1, 233 
1906. S. F. Acree [(Amer. chem. Journ. 37, 604. 1907, sowie aus spiiteren 
Beobachtungen von E. Voisenet (Compt. rend. de 1’Acad. 166, 709. 1918)] 
scheint die nahe Verwandtschaft der Voisenetschen Reaktion mit den 
Reaktionen von Adamkiewicz und von Hopkins und Cole zur Geniige 
hervorzugehen. — O. Rosenheim prizisiert diesen Zusammenhang in 
aller Schiarfe (1. c. S. 239): ,,Formaldehyde gives rise to a characteristic 
colour reaction with proteids in the presence of sulfuric acid containing 
oxidising agents... The reaction is due to the formation of a proteid- 
formaldehyd-compound and its subsequent oxidation. The reaction de- 
pends on the presence of the Tryptophane (Indole) group in the proteid- 
molecule. The colour obtained is identical spectroscopically with that 
produced in the Adamkiewicz reaction and in Hopkins and Coles glyoxalic 
acid reaction.“ 
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anlaBt, dieser Reaktion gegeniiber den anderen fiir uns in Be- 
tracht kommenden Farbenreaktionen ganz entschieden den Vor- 
zug zu geben und wir haben es schlieBlich erlernt, stérende Fak- 
toren zu vermeiden und der Launenhaftigkeit der Reaktion 
Herr zu werden. 

Die sehr zahlreichen in-dieser Richtung ausgefiihrten me tho - 
dischen Versuche sollen erst in der nachfolgenden Abhand- 
lung (O. Firth und F. Lieben) angefiihrt werden, um das 
von uns getibte Verfahren experimentell zu begriinden. Hier 
mdégen nur einige Andeutungen Platz finden. 

Wir haben uns zuniichst von der Spezifitit der Reak- 
tion tiberzeugt, insofern auBer dem Tryptophan") keiner der 
uns bekannten Komplexe des EiweiBmolekiils dieselbe gab. 
Die Reaktion wird bei jenen EiweiBkérpern vermiBt, welche, 
wie die Gelatine und das Fibroin, kein Tryptophan enthalten. 
Gleichzeitig mit dem Verschwinden des Tryptophans (z. B. 
bei eingreifender Siaurehydrolyse) verschwindet auch die 
Reaktion. 

Die Reaktion verliuft nur dann glatt, wenn ganz bestimmte, 
ziemlich eng umgrenzte Versuchsbedingungen eingehalten 
werden. Sowohl ein Zuviel als auch ein Zuwenig von Formal- 
deh yd, sowie von Nitrit vermag die Reaktion zu stéren, ebenso 
die Anwesenheit von Oxydations- und Reduktionsmitteln. Unter 
den in hohem MaBe stérenden Faktoren haben wir nicht nur 
die gewohnlichen organischen Lésungsmittel, sondern auch, als 
besonders bedeutungsvollen Faktor, das destillierte Wasser 
kennengelernt.. Nur wenn die Menge desselben innerhalb des 
Reaktionsgemenges eine gewisse Grenze nicht tiberschreitet, kann 
mit einem glatten Verlaufe der .Reaktion gerechnet werden. 
Im Zusammenhange mit diesem Umstande erscheint die Kon- 
zentration der zur Anwendung gelangenden Salzsaiure wesent- 
lich und ist die Intensitat der Farbenreaktion merklich erhéht, 
wenn ceteris paribus statt der gewdéhnlichen konzentrierten 
Salzsiure eine solche zur Verwendung gelangt, die vorher mit 
gasférmiger Salzsiure gesiattigt worden ist. 

Die Reaktion kommt dem im Verbande des EiweiSmolekiils 


1) Ob das Oxytryptophan die Reaktion gibt, vermégen wir nicht 
zu sagen, da uns diese Substanz nicht in reinem Zustand zur Verfiigung 
stand. 
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gebundenen Tryptophan in gleichem MafBe zu, wie dem freien 
Tryptophan. Kontrollversuche lehrten, da8 ein Plus von Tryp- 
tophan, das der Lésung eines EiweiBkérpers z uge se tz t worden 
war, innerhalb der der Methode anhaftenden Fehlergrenzen 
wiedergefunden werden kann. 

Die Reaktion ist nicht unbegrenzt haltbar. Wird die- 
selbe mit reiner-Tryptophanlésung angestellt, so sieht man meist 
nach einiger Zeit eine Verfarbung der schénvioletten Fliissigkeit, 
eine Tribung und schlieBlich die Abscheidung eines dunkel- 
gefarbten, schwerléslichen Niederschlages. Von den Bezie- 
hungen einer derartigen Niederschlagsbildung zu der Lieber- 
mannschen EiweiBreaktion und zu den bei der EiweiB- 
hydrolyse auftretenden Melanoidinen soll in einer spiteren 
Abhandlung die Rede sein. Weit haltbarer als die Reaktion 
mit reiner.Tryptophanlésung ist eine solche mit der Lésung 
einer tryptophanhaltigen EiweiBsubstanz. Eine derartige Reak- 
tion kann ihre reine Farbe unter Umstiinden tagelang unver- 
andert beibehalten, da das kolloidale Medium der spontanen 
Ausflockung des Farbstoffes entgegenwirkt. Wird eine solche 
Reaktionsfliissigkeit am Wasserbade erwairmt, derart, da8 sich 


unter Einwirkung der darin enthaltenen konzentrierten Salz- 
siure eine Hydrolyse vollzieht, so sieht man alsbald eine Ver- 
firbung und den Ubergang des Farbstoffes in ein dunkelgefirbtes, 
sich in schwerléslicher Form abscheidendes Produkt sich voll- 
ziehen. 


Der Farbenton der Reaktion ist, je nach den Versuchs- 
bedingungen, ein ziemlich variabler, insofern alle Zwischenténe 
zwischen Rotviolett mit entschiedenem Vorherrschen des Rot 
und reinem Blau in Erscheinung treten kénnen. Die sich daraus 
ergebende Schwierigkeit einer colorimetrischen Auswertung kann 
durch Anwendung eines Blauglasfilters wenigstens in den meisten 
Fallen behoben werden. 

Indem wir alle weiteren technischen und methodischen 
Einzelheiten einer spiteren Abhandlung vorbehalten, begniigen 
wir uns hier, jenen Vorgang anzugeben, der sich uns schlieB- 
lich als bei der Anstellung der Reaktion zweckmiaBig er- 
geben hat. 

Vorgang bei der Ausfiihrung colorimetrischer Ver- 
suche. Als Standardlésung diente uns eine 0,1 proz. Lésung 
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von reinem Tryptophan’) (Merck) in 2proz. Natrium- 
fluoridlésung. 

Eine derartige Lésung erwies sich zwar nicht als absolut, aber immerhin 
lingere Zeit hindurch haltbar, wihrend Lésungen von Tryptophan in ver- 
diinnter Natronlauge und Salzsiiure zuweilen schon nach kurzer Zeit die 
Invasion von Mikroorganismen und eine Abnahme des colorimetrischen 
Titers erkennen lieBen. Die Anwendung von Standardlésungen von Trypto- 
phan in reiner konzentrierter Salzsiure erwies sich als untunlich, da sich 
derartige Lésungen bei langerem Stehen unter Dunkelfairbung zersetzen. 

Zur Anstellung der Reaktion wurden nun. von dieser S tan- 
dardlésung 2 cem in ein graduiertes, 25 ccm fassendes trockenes 
Reagensglas mit Hilfe einer Pipette eingemessen und mit einem 
Tropfen einer 2,5proz. Formaldehydlésung versetzt. Nach 
Umschiitteln fiigt man 15 ccm konzentrierter Salzsiure hinzu 
und mischt durch Umschiitten in ein zweites Reagensglas. So- 
dann fiigt man 10 Tropfen einer 0,05 proz. Natriumnitrit- 
lésung hinzu?), fillt mit konzentrierter Salzsiure auf 20 ccm 
auf, mischt wieder durch Umleeren und wartet nun einige Zeit, 
bis die nunmehr eintretende Farbenreaktion maximal geworden ist. 

Wir gingen anfangs derart vor, daB wir den Nitritzusatz 
sogleich auf den Salzsiurezusatz folgen lieben und nun etwa 
1/, Stunde lang den Eintritt des Maximums der Farbung ab- 
warteten. Spiitere Versuche haben uns aber dariiber belehrt, 
daB es zweckmaBiger ist, die mit Formaldehyd und Salzsiure 
versetzte Reaktionsfliissigkeit nach gutem Durchmischen 5 bis 
10 Minuten sich selbst zu itiberlassen; dabei kiindigt sich der Ab- 
lauf der ersten Phase der Reaktion dem Auge durch Eintritt 
einer gelblichen Farbung an. Setzt man nunmehr Nitritlésung 
(am bequemsten aus einem Tropfflischchen) zu, so sieht man 
alsbald unter den zuflie8enden Nitrittropfen einen intensiv violett- 


1) Das Priparat begann bei der Schmelzpunktbestimmung sich 
jenseits 220° briunlich zu verfiirben; beginnende Sinterung jenseits 250°; 
voéllig geschmolzen bei 260° (Hopkins und Cole haben bei ihren Pri- 
paraten bei 220° Verfirbung, bei 252° vdélliges Schmelzen beobachtet). 
Eine Stickstoffbestimmung (Kjeldahl nach langdauerndem Erhitzen 
mit konzentrierter Schwefelsiure unter Zusatz von Kaliumsulfat) ergab 
13,16% N (statt 13,72%). 

*) Es ist zu beachten, daB eine 0,05 proz. Nitritlésung nicht unbegrenzt 
haltbar ist. Es empfiehlt sich daher, eine 5 proz. Natriumnitritlésung vor- 
ratig zu halten, aus der das Reagens durch 100fache Verdiinnung bequem 
frisch bereitet werden kann. 
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roten Farbenring auftreten. Mischt man nunmehr durch, so 
nimmt die ganze Flissigkeit eine schéne violette Farbung an. 


Dieselbe gleicht in ihrer Intensitit annihernd einer 0,01 proz. alkoholisch- 
wasserigen Gentianaviolettlésung, welcher allerdings ein mehr rétlicher 
Farbenton eigentiimlich ist. Immerhin kann eine derartige Gentiana- 
violettlésung die 0,1% Tryptophan-Standardlésung zur Not ersetzen, 
wenngleich wir der letzteren unter allen Umstiainden um so mehr den Vor- 
zug gegeben haben, als die Erfahrung gelehrt hat, daB die (selbstverstind- 
licherweise unvermeidlichen) Schwankungen der colorimetrischen Standard- 
firbung sich bei geniigender Ubung und Sorgfalt auf ziemlich enge Grenzen 
reduzieren lassen. 


Um nun den Tryptophangehalt einer Flissigkeit (es mége 
sich nun um freies oder in Protein gebundenes Tryptophan 
handeln) zu ermitteln, wird parallel mit der Anstellung der Stan- 
dardreaktion aus einer 0,1 proz. Tryptophanlésung, in ganz ana- 
loger Weise die Reaktion mit 2 ccm der zu priifenden Lésung 
ausgefiihrt. 


Dabei ist aber ein sehr wesentlicher Umstand wohl zu beachten: die 
Menge von 10 Tropfen 0,05 proz. Natriumnitritlésung auf 2 ccm der zu 
priifenden Fliissigkeit entspricht eben dem Optimum fiir eine 0,1 proz. Trypto- 
phanlésung bzw. fiir eine EiweiSlésung von entsprechendem Tryptophan- 
gehalt. Ein Minus von Tryptophan aber erfordert weniger, ein Plus mehr 
Nitrit. Da man aber den Tryptophangehalt der zu priifenden Lésung im 
allgemeinen ja nicht kennt, mu8 man vorsichtig tastend vorgehen und durch 
allmahlichen tropfenweisen Zusatz der Nitritlésung das Optimum praktisch 
ermitteln. Es gelingt dies im allgemeinen ohne Schwierigkeiten. War das 
Optimum der Reaktion noch nicht erreicht, so sieht man, wenn man die 
mehr oder weniger intensiv violett gefirbte Fliissigkeit, ohne umzuschiitteln, 
mit 2 Tropfen der Nitritlésung iiberschichtet, alsbald einen intensiver ge- 
firbten Ring entstehen, der die Zunahme der Reaktion ausreichend verriit. 
Man mischt dann durch und fahrt mit dem Nitritzusatz fort, bis die Firbung 
sich nicht mehr steigert, was auch sehr bequem durch eine Parallelprobe 
mit um 2 Tropfen gesteigertem Nitritzusatz kontrolliert werden kann. Eine 
Nichtbeachtung dieser Vorsichten kann zu ganz verfehlten Resultaten AnlaB 
geben. So kann es geschehen, da8 eine konzentriertere Lésung eines sehr 
tryptophanreichen EiweiSkérpers bei Zusatz von 10 Tropfen der Nitrit- 
lésung iiberhaupt noch keine Violettfirbung gibt, die erst bei einem Mehr- 
zusatz von Reagens mit groBer Intensitat eintritt. 


_Sobald nun in der Reaktionsfliissigkeit die optimale Reak- 
tion nach Schitzung mit freiem Auge eingetreten ist, bringt 
man die Standardlésung einerseits, das zu bestimmende Reak- 
tionsgemisch andererseits in die beiden Trége des Dubosq- 
colori meters. 
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Man darf dazu natiirlich nicht die gewéhnlichen zum Appa- 
rate gehérigen mit einer Metallfassung versehenen Trége ver- 
wenden, welche die Berihrung mit Salzsiure nicht vertragen 
widen, abgesehen davon, da die Anwesenheit selbst kleiner 
Mengen von Kupfer u. dgl. die Reaktion stért. Wir haben uns 
vielmehr zu diesem Zwecke besondere (mit siaurefestem Kitt 
gekittete) Trége anfertigen lassen, bei denen die zu colorime- 
trierende Flissigkeit ausschlieBlich mit Glas in Beriihrung kommt. 

Zur Bestimmung stellt man den Standard auf eine Schichtendicke 
von 10 mm, oder aber, wenn es sich um geringe Farbenintensititen handelt, 
auf 5 mm ein und nimmt die Bestimmung in iiblicher Weise vor. Entspricht 
der Farbenton der zu bestimmenden Lésung annihernd dem Farbentone 
der Standardlésung, so wird man ohne Blauglas einstellen. Sehr hiufig 
(z. B. bei Lésungen von OrganeiweiBkérpern oder Verdauungsgemischen ) 
nimmt die Probe einen mehr rétlichen Ton an, der die Anwendung des 
Blauglases erfordert. 

Man unterlasse es beim Arbeiten mit dem Dubosqcolorimeter niemals, 
nachdem man eine Bestimmung ausgefiihrt #d das Mittel aus mehreren 
Ablesungen registriert hat, die beiden Trége (rechts und links) zu ver- 
tauschen und die Ablesungen zu wiederholen. Man ziehe das Mittel aus 
einer gleichen Zahl von Ablesungen, wobei die Standardlésung rechts und 
solcher, wobei sie links zu stehen kam. Nur so kann man aus Ungleich- 
maBigkeiten der Beleuchtung und des optischen Apparates sich ergebende 
Fehler ausreichend einschriinken. Auch soll man nach Beendigung der Be- 
stimmung es nie unterlassen, in den Trog mit der zu priifenden Fliissigkeit 
einige Tropfen 0,05 proz. Nitritlésung zuflieBen zu lassen, mit einem Glas- 
stébchen umzuriihren und die Bestimmung zu wiederholen, um festzustellen, 
ob die Reaktion wirklich bereits die maximale sei. 

Noch eines ist zu bemerken. Der beim Ansetzen der Reak- 
tion mit eiweiBhaltigen Fliissigkeiten auftretende EiweiBnieder- 
schlag lést sich meist in der konzentrierten Salzsiure leicht 
und vollstindig. Dagegen bildet sich tiberall dort, wo die Flissig- 
keit reich an anorganischen Salzen ist, bei Zusatz von konzen- 
trierter Salzsiure eine Fillung. (Es war dies z. B. stets der Fall, 
wenn wir Lésungen von EiweiBkérpern in starker Lauge zur 
Untersuchung brachten.) Eine solche Fillung mu8 vor dem Colori- 
metrieren durch Filtration mit Hilfe eines geharteten Filters 
(Schleicher und Schill) beseitigt werden. Es sei darauf auf- 
merksam gemacht, da8 selbst geringfiigige Triibungen die Resultate 
der Colorimetrie in weitgehendem MafBe zu falschen geeignet sind. 

Der Tryptophangehalt der zu colorimetrierenden Fliissig- 
keit wird am besten 0,05—0,20% betragen und man wird gut 
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tun, durch Einengen oder Verdiinnen nach Méglichkeit diesen 
Konzentrationsbereich anzustreben, falls man auf einen héheren 
Grad von Genauigkeit Wert legt. 


III. Trytophangehalt des Blutserums. 


Wir sind nunmehr daran gegangen, den Tryptophangehalt 
des Blutserums und der darin enthaltenen EiweiSkérper mit 
méglichster Sorgfalt zu ermitteln und teilen die einschligigen 
Versuche im folgenden mit: 

a) Pferdeserum. Voisenet ergab 


0,27% Tryptophan 
0,28% pe 


ent g N. Serum enthilt 1,133% N, was 7,13% 


Kjeldahl: 3 cem Serum 0,0340 


Serumeiwei8 (mit einem Gehalte von 15,9% N berechnet) entspricht. Dem- 
nach enthilt das SerumeiweiB 3,93% Tryptophan. 

b) Globulin des Pferdeserums. Pferdeserum wurde mit dem 
gleichen Volumen gesittigter Ammonsulfatlésung gefallt, der Niederschlag 
abfiltriert, mit Wasser gelést, die Lésung mit Magnesiumsulfat in Substanz 
gesittigt, der Niederschlag abfiltriert, ausgewaschen und wieder in Wasser 


} 0,0470 g N, 


0,0472 
0,0468 
demnach 0;94% N, oder 5,8% Globulin (mit 16% N berechnet). Die 
Colorimetrie ergab fiir diese Lésung 0,24°% Tryptophan. Demnach enthielt 
das Globulin 4,14% Tryptophan. 

c) Albuminfraktion des Pferdeserums. Pferdeserum wurde 
mit dem gleichen Volumen gesiittigter Ammonsulfatlésung ausgefillt, 
filtriert und das Filtrat mit Ammonsulfat in Substanz gesittigt. Der 
Niederschlag wurde in Wasser gelést, die Lésung unter Zusatz einiger 
Tropfen Essigsiure auskoaguliert. Das Koagulum wurde sulfatfrei ge- 
waschen, feucht mit 30 proz. Natronlauge verrieben und durch 1/, stiindiges 
Erwirmen am Wasserbade in Lésung gebracht. Die so erhaltene Lésung 
ergab colorimetrisch einen Tryptophangehalt von 0,021%. Kjeldahl ergab 
in 5 ccm pips g N, demnach 0,216% N. Daraus ergab sich ein Gehalt 
von 1,36 Serumalbumin (mit 15,9% N berechnet). Demnach enthielt 
Serumalbumin 1,54% Tryptophan. 

d) Rinderblutserum. Rinderblutserum wurde mit dem gleichen 
Volumen gesittigter Ammonsulfatlésung ausgefiallt, der Globulinnieder- 
schlag mit halbgesittigter Ammonsulfatlésung ausgewaschen, im Wasser 
gelést, die Lésung am Wasserbade auskoaguliert und das Koagulum sulfat- 
frei gewaschen; sodann durch Erwirmen mit 30 proz. Kalilauge in Lisung 
gebracht. Die Lésung ergab colorimetrisch einen Gehalt von 0,26% Trypto- 


phan. Kjeldahl gab in 5 ccm a) 0,0392 g N, also 0,788% N; dies 


in Lésung gebracht. Die Lésung enthielt in 3 com 


g* 





114 O. Firth und E. Nobel: 


entspricht 4,93% Globulin, demnach enthielt das Globulin 5,27% Tryp- 
tophan. 

Das Filtrat der Globulinfallung wurde mit Ammonsulfat in Substanz 
gesattigt, der Albuminniederschlag in Wasser gelést, die Lésung aus- 
koaguliert, das Koagulum abfiltriert, sulfatfrei gewaschen, in 30 proz. 
Kalilauge unter Erwarmen gelést. Die Lésung ergab colorimetrisch einen 

0,0384 
aes cial Seale 
demnach 0,762% N, was 4,76% Eiwei8 entspricht. Demnach enthielt diese 
Albuminfraktion 2,52% Tryptophan. 

e) Krystallisiertes Albumin aus Pferdeserum. Ein Pferde- 
serum ergab colorimetrisch 0,184% Tryptophan. Ein Parallelversuch 
mit Oxalatplasma ergab 0,205% Tryptophan. 

1/,1 des frischen Pferdeserums wurde mit 125 ccm ®/,, HCl versetzt. 
Eine abgemessene Menge davon mit dem gleichen Volumen gesiattigter 
Ammonsulfatlésung gefillt, filtriert, das Filtrat sodann mit "/; H,SO, bis 
zur beginnenden Triibung versetzt. Das Gemenge blieb einen Tag im Brut- 
ofen stehen und wurde sodann in die Kialte gestellt. Es erfolgte eine reich- 
liche, durchaus krystallinische Abscheidung, aus winzigen Nidelchen neben 
gréBeren ,,Bergkrystallformen‘’ bestehend. Diese wurden abfiltriert, in 
Wasser gelést, die Lésung auskoaguliert, sulfatfrei gewaschen; auf Zusatz 
von 30 proz. KOH erfolgt beim Erwirmen innerhalb weniger Minuten voll- 
standige klare Lésung. Die Colorimetrie ergab 0,02% Tryptophan; Kjeldahl 
aa g N, demnach 0,24% N, entsprechend 1,5% EiweiB. 
Fiir das krystallisierte Serumalbumin ergibt sich sonach ein Gehalt 
von 1,3% Tryptophan. 

f) Albumin und Globulin aus Pferdeserum. 200 ccm Serum 
wurden mit Magnesiumsulfat in Substanz gesittigt. Das albuminhaltige 
Filtrat ergab bei direkter Colorimetrie 0,035% Tryptophan und enthielt 2,56% 
EiweiB, woraus sich fiirdas Albu min ein Try ptophangehalt von 1,36% 
berechnen lie8. Nunmehr wurde die albuminhaltige Lésung auskoaguliert, das 
Koagulum sulfatfrei gewaschen und ein Teil desselben in 30 proz. Kalilauge 
gelést. Es resultierte so eine Lésung mit einem EiweiBgehalt von 2,06% und 
einem colorimetrischen Voisenet-Titer von 0,024% Tryptophan. Daraus 
wiirde sich fiir das Albumin ein Try ptophangehalt von 1,17% ergeben. 

Der abfiltrierte (durch MgSO,-Fillung) gewonnene Globulinnieder- 
schlag wurde in ganz analoger Weise weiterbehandelt. Es resultierte 
schlieBlich eine Lésung mit einem Gehalte von 1,72% EiweiB und 0,081% 
Tryptophan, woraus sich fiir das Globulin ein Try ptophangehalt von 
4,71% berechnen lieB. 

Pferdeblutserum enthilt nach Hammarsten (Lehrbuch, 8. Aufl, 
8. 307) auf 551 Teile Fliissigkeit 42 Teile EiweiB, i. e. 7,6%. Unter der 
Annahme, da8 im Serum die Albumin- und Globulinfraktion ungefaihr zu 
gleichen Teilen vorhanden wiren, ergibt sich als mittlerer Tryptophangehalt 


der SerumeiweiBkérper ah 3,0 etwa 3%. Wenn also 7,6 % derartiges 


Gehalt von 0,12% Tryptophan. Kjeldahl in 5 ccm 


in 5 cem 





, 
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Eiwei8 im Serum vorhanden wire, so wiirde fiir das Blutserum ein Trypto- 
phangehalt von 0,23% resultieren. Tatsichlich ergab die direkte Colori- 
metrie bei diesem Serum einen Gehalt von 0,20% Tryptophan. 

g) Dysenterieserum. Der Vergleich eines Dysenterie-Heilserums 
(Shiga - Kruse) mit einem normalen Pferdeserum ergab in ersterem Falle 
einen Tryptophangehalt von 0,56%, in letzterem einen solchen von 0,34%. 
Diesem Dysenterieserum war also ein auffallend hoher colorimetrischer 
Titer eigentiimlich. 

h) Pleuritisches Exsudat. (Diagnose: Apicitis; Pleuritis.) Opales- 
cente gelbe Fliissigkeit; im Sedimente massenhaft rote Blutkérperchen und 
Leukocyten vorhanden. 

Fallung durch Halbsittigung mit Ammonsulfat; Globulinfraktion in 
H,0 gelést, opalescente Lésung am Wasserbade koaguliert, Koagulum mit 
heiBem Wasser sulfatfrei gewaschen, durch */,stiindiges Erwirmen in 
30 proz. Kalilauge gelést. Lésung enthielt 0,34% N entsprechend 2,15% 
Globulin. Colorimetrie: 0,10% Tryptophan. Demnach enthielt dieses 
Globulin 4,65% Tryptophan. 

i) Globulinfraktion aus einem perikarditischen Exsudat 
(Mucoid). Opalescente gelbliche Fliissigkeit. Spirliches, aus Leukocyten 
und Lymphocyten bestehendes Sediment. Halbsittigung mit Ammon- 
sulfat bewirkt reichlichen Niederschlag; wasserhelles, nahezu eiweiBfreies 
Filtrat. Der abfiltrierte Niederschlag erweist sich in Wasser unléslich; geht 
auf Zusatz von verdiinnter Natronlauge in Lésung; bei Zusatz von Salz- 
sdure erfolgt Fallung; diese wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen. 
Es erfolgt fast vollstindige Lisung zu einer opalescenten Filiissigkeit. Die- 
selbe enthalt 0,0658% N und 0,032% Tryptophan (da nach Hammarsten 
Mucoid aus Exsudaten 12,4 —13,1%, Mittel 12,8% N enthalt), was 0,52% Mu- 
coid mit einem Tryptophangehalt von 6,1% entspricht. 


Uberblicken wir nunmehr die mitgeteilten Versuche, so er- 
gibt sich etwa folgendes: 

Das Blutserum enthilt eine recht erhebliche Menge Trypto- 
phan in EiweiBbindung. Die untersuchten normalen Pferde- 
sera ergaben Werte von 0,20—0,34% Tryptophan. 

Dasselbe verteilt sich nicht gleichmaBig auf die beiden haupt- 
sichlichen EiweiSfraktionen. Es fand sich 


in der in der 
Versuch Albuminfraktion Globulinfraktion 
Tryptophan Tryptophan 
b) Pferdeserum 4,14% 
c) 9 1,54% 
d) Rinderblutserum 2,52% 5,27% 
e) Pferdeserum 1,30% 
f) ” 1,17% 4,71% 
h) Pleuritisches Exsudat . . 4,65% 
i) Perikarditisches Exsudat . 6,10% 
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Wir werden also nicht bezweifeln kénnen, daB die globu- 
linartigen EiweiBsubstanzen des Blutserums der Al- 
buminfraktion gegentitber durch einen weit hdéheren 
Tryptophangehalt ausgezeichnet sind. Die, wie es scheint. 
nicht unerheblichen Schwankungen des Tryptophangehaltes des 
Blutserums, der Exsudate und der Transsudate sind also offenbar 
nicht allein durch den EiweiBgehalt als solchen, sondern auch 
durch das Verhiltnis zwischen tryptophanarmen Albuminen und 
tryptophanreichen Globulinen bedingt. 

Weitere Untersuchungen sollen dariiber Aufschlu8 geben, 
inwieweit die colorimetrische Tryptophanbestimmung im Blut- 
serum, sowie in pathologischen Exsudaten und Transsudaten 
klinisch-diagnostischen Zwecken dienstbar gemacht werden kann. 

Wir bemerken noch, da8 in der Literatur nur eine Angabe 
tiber ,,Blutalbumin“ von Herzfeld (s. 0.) mit 0,95% Trypto- 
phan vorzuliegen scheint, wobei nicht ersichtlich ist, ob es sich 
dabei um die Albuminfraktion, oder um das gesamte BluteiweiB 
gehandelt hat. 


IV. Tryptophangehalt der Milch. 


A. Casein. 


Wir haben uns zuniichst bemiht, den Tryptophangehalt des 
Caseins méglichst genau zu ermitteln: 


a) Casein nach Hammarsten. 1 g Hammarstensches Casein in 
NaOH 30 proz. suspendiert und 2 Tage im Brutofen belassen. Die 1,64 proz. 
Lésung ergab colorimetrisch 0,027% Tryptophan. Das Casein praparat 
enthielt demnach 1,64% Tryptophan. 

b) Casein nach Hammarsten. */, g Casein Hammarsten wurde 
ohne vorhergehende Trocknung in 20 ccm ®/,,-NaOH suspendiert und in 
den Brutofen gestellt. Nach kurzer Zeit erfolgte klare Lésung. Dieselbe 
pee g N, in 100 ccm 0,297 g N, was 
(Casein nach Hammarsten mit 15,65% N angenommen) 1,90 g Casein 
entspricht. Die colorimetrische Bestimmung ergab 0,037% Tryptophan, 
woraus sich fiir das Casein ein Tryptophangehalt von 1,95% be- 
rechnet. 

ce) Kaéufliches Casein. 2'/, g kiuflichen Caseins wurden in 100 com 
2/,9-NaOH bei Brutofentemperatur in Lésung gebracht. Triibe Lésung. 
Kjeldahl 5 com Seana g N, 100com:0,283g N, woraus sich ein 
1,81 proz. Caseingehalt ergibt. Colorimetrie: 0,038% Tryptophan, woraus 
sich fiir das Casein ein Tryptophangehalt von 2,10% berechnet. 


enthielt in 5 ccm (Kjeldahl) 
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d) Caseinfaillung aus frischer Kuhmilch. Indirekte Be- 
stimmung. (Prot. Nr. XXII.) Das Casein wurde aus der verdiinnten 
Milch nach SchloBmann durch Fallung mit Alaunlésung abgeschieden 
und die Menge desselben durch Kjeldahlbestimmung mit 2,06% ermittelt. 
Die colorimetrische Tryptophanbestimmung in der Milch ergab 0,070%, 
in der zugehérigen Molke dagegen (nach Spontangerinnung durch Filtration 
gewonnen) 0,025%. Sonach entfillt auf das Casein als solches ein Trypto- 
phangehalt von 0,070 — 0,025 = 0,045%. Aus dem Caseingehalt der Milch 
(2,06%) ergibt sich fiir das Casein ein Try ptophangehalt von 2,18%. 

e) Caseinfaillung nach SchloBmann. }/,1 frische Kuhmilch mit 
Wasser auf 21 verdiinnt und mit 50 ccm gesittigter Kalialaunlésung gefillt. 
Das Koagulum wurde abfiltriert. 10 g des feuchten Koagulums wurden in 
Kalilauge in Lésung gebracht. Die Kjeldahlbestimmung in dieser Liésung 
ergab 0,548% N, was 3,51% Casein entspricht. Die Colorimetrie ergab 
0,078 
0,080 
phangehalt von 2,25% ableiten kann. 


Die ausgefihrten Bestimmungen haben sonach in guter 
Ubereinstimmung fiir das Casein einen Tryptophangehalt von 


a) 1,64% 
b) 1,95% 
c) 2,10% 
d) 2,18% 
e) 2,25% 
im Mittel 2,02% 


0,079% Tryptophan, woraus man fiir das Casein einen Try pto- 


ergeben. 

Vergleichen wir diesen Wert mit den vorliegenden Literatur- 
angaben, so finden wir bei Fasal 0,65%, bei Herzfeld 0,51%, 
bei Sanders und May 1,60%. Annie Homer, deren Methodik 
im zweiten Teile der Arbeit kritisch erértert werden soll, hat 
in einem Falle einen Wert von 1,95%, bei 6 weiteren Analysen 
0,99—1,24% gefunden. Hopkins und Cole haben bei der 
Tryptophandarstellung aus Hammarstenschem Casein eine 
Maximalausbeute von 1,5% erhalten, was nach unseren Analysen 
drei Viertel der tatsichlich vorhandenen Tryptophanmenge ent- 
spricht und angesichts der erheblichen methodischen Schwierig- 
keiten als eine recht giinstige Ausbeute bezeichnet werden muB. 


B. Kuhmilch. 


Der dire kten colorimetrischen Ermittlung des Tryptophan- 
gehaltes der Milch stehen infolge der feinen Verteilung des Fettes 
in derselben sehr erhebliche und, wie aus dem folgenden hervor- 
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geht, noch nicht véllig iberwundene Schwierigkeiten entgegen. 
Wahrend, wie im zweiten Teile der Arbeit gezeigt werden wird, 
im Blutserum und in anderen tierischen Fliissigkeiten der Tryp- 
tophangehalt direkt innerhalb der der Methode anhaftenden 
Fehlergrenze ermittelt werden kann, erfordert die sichere Er- 
mittlung des Tryptophangehaltes einer Milchprobe die Bestim- 
mung der darin enthaltenen Caseinmenge und die Ermittlung 
des Tryptophangehaltes der Molke. Der Tryptophangehalt des 
Caseins kann (s. 0.) mit rund 2% veranschlagt werden. 

Wird mit einer Milchprobe in der frither beschriebenen Art 
die Voisenet-Reaktion angestellt, so geht das Eiwei8 zwar in 
der konzentrierten Siaure leicht und vollstindig:in Lésung, die 
Probe erscheint aber zunichst von dem suspendierten Fette so 
stark getriibt, daB an eine colorimetrische Auswertung des auf- 
tretenden Farbstoffes gar nicht gedacht werden kann. LaBt 
man nun die Probe etwa in Tropftrichter einen oder besser 2 Tage 
lang ruhig stehen, so sammelt sich das Fett an der Oberfliche 
an. Man kann nun die geklirte unterstehende Filiissigkeit aus 
dem Trichter ohne umzuschiitteln ablassen und nunmehr immer- 
hin colorimetrieren. Die letzten Reste der Tribung, die fiir das 
Auge kaum mehr auffillig sein mégen, zu beseitigen, wird aber 
nicht immer gelingen. Da nun aber jede Triibung die Colorimetrie 
weitgehend falscht, wird es leicht geschehen, daB der colorime- 
trische Titer gréBer erscheint als der Wirklichkeit entspricht. 

Wir haben die Analyse einer Anzahl von Milchproben durch- 
gefiihrt und teilen die Ergebnisse in aller Kiirze tabellarisch 
mit, wobei die vorerwihnte Fehlerquelle sich deutlich geltend 
macht. ° 

Der GesamteiweiBgehalt unserer Milchproben liegt (abgesehen vom 
Versuche XXX, wo es sich offenbar um stark gewiisserte Milch gehandelt 
hat) zwischen 2,4—2,8%. Da nun weitaus die Hauptmenge der EiweiB- 
kérper der Kuhmilch auf die Caseinfraktion entfallt, diese aber etwa 
2% Tryptophan enthilt, wire zu erwarten, da8 der Tryptophangehalt der 
Gesamtmilch sich um 0,05—0,06% herum bewege. Nun haben wir aber 
in einem Teile unserer Proben wesentlich héhere Werte gefunden. Falls 
dieselben wirklich zutreffend wiren, kénnte dies nur so geschehen, daB 
entweder das koagulable Mol keneiweiB um sehr vieles tryptophanreicher 
ware, als das Casein, oder aber so, daB iiberdies eine nicht unerhebliche Menge 
Tryptophan in der Molke in nichtkoagulabler Form vorhanden wire. 

Wir haben, um daraufhin zu untersuchen, bei einigen unserer Proben 
das Sauerwerden der Milch und die Spontanabscheidung des Caseins ab- 
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| 
| 
|| colorimetrisch er- , 

| “ Milch an 
} 


phangehalt in °/, 





mittelt in % cys 

. ~ Stickstoff- : 

Laufende| | gehalt d. d.Gesamt-| der Ei- 

Ne Uc | in der | sn dor] Milch | casei eiweif- | weis- 

Versuche | gesamten | yotke| in % fin %. korper | korper 

wae. | in “/o der Milch| der 
in /, }Molke 


su.:| - 


iwei8 


(unter Vernach- 


| Gesamteiweis 

|| ldssigung des 

|| Rest-N berech- 
net) 


Hl 
|| 





0,058 | 0,013] 0,43 

0,057 
0,094 | 0,012] 0,44 3,96. | -- 
0,091 
0,076 | 0,006} 0,41 2,80 
XXII.. 0,070 | 0,025} 0,41 | xf 
XXIX 0,103 | — | 0,43 | 3,67 
aux... | oom | — 0,29 2,70 
ay tT ST ee _ 











| 
<< 
© 
—) 





XXXVI | 0,081 | 0,38 | 2,37 3,47 
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XXXVIII|} 0,075 0,42 2,60 2,9 
pS ¢ ee 0,050 0,44 2,81 1,9 
XXII .. 0,076 0,34 2,92 2,85 
| 0,43 2,7 











gewartet. Dann wurde die saure Molke abfiltriert und am Wasserbade 
koaguliert, das Koagulum abfiltriert, in ein wenig 30 proz. Natronlauge 
in der Warme in Lésung gebracht und die Lésung sodann in bezug auf 
ihren Stickstoffgehalt und colorimetrischen Tryptophantiter untersucht. 
Daraus wurde dann der Gehalt des MolkeneiweiBes an Tryptophan berechnet. 

Die gefundenen Werte sind in der letzten Kolonne unserer Tabelle 
angefiihrt. Nur einer derselben (Versuch XXX, 6,62%) zeigt einen hohen 
Wert. Alle anderen liegen aber zwischen 1,8—2,3%, also wiederum um 
2% herum. Nun wissen wir freilich, daB das Molkeneiwei8 mindestens aus 
2 Komponenten (Lactalbumin und Lactoglobulin) besteht und es wire ja 
immerhin denkbar, daB etwa die Globulinkomponente durch einen hohen 
Tryptophangehalt ausgezeichnet sei und unter gewissen Bedingungen ver- 
mehrt in der Milch austreten kénnte. Auch ist es auffallend, daB Fasal') 
ein Lactalbumin (iiber dessen Darstellungsweise und Provenienz nichts 
Niaheres angegeben wird) durch einen relativ hohen Tryptophangehalt von 
3% ausgezeichnet fand, und dasselbe als den tryptophanreichsten EiweiB- 
kérper bezeichnet. 

Die Frage des Tryptophangehaltes der Molkenei weiB- 


kérper bedarf also einer weiteren eingehenden Untersuchung. 
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Die Durchfiihrung derselben mu8 jedoch auf einen spiteren 
Zeitpunkt verschoben werden, da dazu die Verarbeitung gréBerer 
Milchmengen erforderlich ist, als gegenwirtig hierzulande fiir 
Laboratoriumszwecke mit gutem Gewissen in Anspruch genommen 
werden kénnen. 

Nur in einem Falle war im klaren Filtrat der auskoagulierten 
MolkeneiweiBkérper noch Tryptophan nachweisbar; es kann also, 
vermutlich unter der Einwirkung der Garungsmikroorganismen, 
etwas Tryptophan in eine unkoagulable Form iibergehen. Zwei 
weitere Versuche in dieser Richtung waren allerdings negativ. 
Also auch diese Frage bedarf noch der Klarstellung. 

Es sei in diesem Zusammenhange darauf hingewiesen, dab 
nach neuen Untersuchungen von Osborne und Mendel!) das 
Lactalbumin dem Casein iiberlegen ist, und zwar sowohl 
in bezug auf die Férderung des Wachstums von Ratten als 
auch in bezug auf die Mindestmenge EiweiB, die zur Erhaltung 
des Kérpergewichtes notwendig ist. Beim Casein soll allerdings 
die schlechtere Wirkung mit dem geringeren Cystingehalte zu- 
sammenhiingen. Es haben ferner neue Untersuchungen von 
Edelstein und Langstein?) auch fiir den Siugling ergeben, 
daB Lactalbumin und Casein nicht gleichwertig sind. ~,,Nicht 
auf die mehr oder minder gute Verdaulichkeit der Milcheiwei8- 
kérper kommt es an, sondern auf die innere Qualitaét der Milch- 
proteine. Das Lactalbumin ist vermége seiner Zusammen- 
setzung aus bestimmten Bausteinen fiir das Wachstum der Siug- 
linge giinstiger als das Casein.“ 


C. Frauenmilch. 


a) Colorimetrie (nach Spontanabrahmung des Fettes beim Stehen) 
ergibt 0,070% Tryptophan; Kjeldahl 0,302% N, was 1,92% Milcheiwei8 
(mit 15,7% N) unter Vernachlassigung des Rest-N berechnet, ergibt. Dem- 
nach enthilt MilcheiweiB 3,64% Tryptophan. 

b) Colorimetrie ergibt 0,094% Tryptophan fiir die Gesamtmilch. Nach 
der im Verlaufe einiger Tage vollzogenen Spontangerinnung wurde durch 
ein trockenes Filter filtriert. Im Milchserum fand sich nunmehr 0,023% 


Jahresber. iib. d. Fortschr. d. Tierchemie 47, 254. Chem. Centralblatt 1917 
I, 592. 

*) F. Edelstein und L. Langstein, Zeitschr. f. Kinderheilk. 20, 12. 
1919. 
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c) Milchprobe (mit einem Fettgehalte von 27/,%) ergab colorimetrisch 
einen Gehalt von pe Mittel 0,063% Tryptophan. N-Gehalt 0,16%, 


was (unter Vernachlassigung des Rest-N) 1% Eiwei8 entspricht. Dem- 
nach wiirde MilcheiweiB 6,3% Tryptophan enthalten. 

Nunmehr wurden 50 ccm der Milch nach dem Verfahren von Sch midt 
(Abderhaldens Arbeitsmeth. 5, 449) auf 500 ccm verdiinnt; es wurde 
0,4 proz. Essigsiure hinzugefiigt und unter Erwirmen auf 40° 1/, Stunde 
CO, eingeleitet; sodann filtriert. Das so erhaltene ganz klare Filtrat wurde 
am Wasserbade eingedunstet, das ziemlich reichliche Koagulum abfiltriert 
und durch Erwirmen mit 30proz. Natronlauge in Lésung gebracht. Die 
0,049 
0,047 
0,0072 g N, also 0,144% N, was 0,9% EiweiB entspricht. 


klare Lésung ergab colorimetrisch 
— 

0,0073 

Demnach enthielt dieses MolkeneiweiB 5,3% Tryptophan. 


0,048% Tryptophan, enthielt in 


5 ecm 


Weitere 100 ccm der Frauenmilch wurden, um ein villig fettfreies 
Koagulum zu gewinnen, in 200 ccm Alkohol eingegossen. Der Niederschlag 
wurde abfiltriert und in Kjeldahllauge in der Warme gelést. Die Lésung 
pes 0,0087 g N, demnach 0,087% N, entsprechend 
0,54% EiweiB. Colorimetrisch fand sich rise 
sich fiir das Gesamteiwei8 der Milch ein Gehalt von 6,8% Tryptophan 
berechnet. 

Weitere 80 ccm derselben Milch wurden der Spontangerinnung iiber- 
lassen. Nach lingerem Stehen wurde das spirliche Gerinnsel abfiltriert 
und in 20 ccm Kjeldahllauge gelést. Aus der zuerst triiben Lésung schied 
sich das Fett beim Stehen vollstaindig an der Oberfliche ab. Die Lésung 
erwies sich aber als sehr eiweiBarm und gab eine so schwache Voisenet- 
Reaktion, daB die Colorimetrie nicht exakt durchgefiihrt werden konnte. 
Jedenfalls war weniger als 0,01% Tryptophan vorhanden, daher die Ca- 
seinfraktion sicherlich weniger als 2'/,% Casein enthielt. 

Weitaus die Hauptmenge des EiweiBbestandes (mehr als °/, der- 
selben entsprechend) fand sich in der Molkenfraktion. Dieselbe wurde 
koaguliert und das Koagulum in Kjeldahllauge gelést. Die Lésung enthielt 
0,226% N, demnach 1,47% Eiwei8 und 0,09% Tryptophan, woraus ‘sich 
fiir das MolkeneiweiB ein Tryptophangehalt von 6,1% ergibt. 

d) Mischcolostrum mit 1,9% Fettgehalt, 0,249 N und einem 
EiweiBgehalt von 1,5%. Der Versuch der Caseinfaillung nach Schmidt 
(s. 0.) blieb resultatlos und ergab kein filtrierbares Koagulum. Es wurde 
nunmehr eingedampft, das flockige Koagulum abfiltriert und in Kjeldahl- 

0,0085 
aaa 0,0086 g N, 
also 0,172% N, was 1,08% EiweiB (mit 16%) N entspricht. Die Colori- 
metrie ergab 0,068% Tryptophan. Fiir das ColostrumeiweiB ergab sich 
sonach ein Tryptophangehalt von 6,3%. 


enthielt in 10 ccm 


0,037% Tryptophan, woraus 


lauge in der Warme gelést. Die Lésung enthielt in 5 cem 
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e) Mischcolostrum mit einem Fettgehalte von 2,6%. Die Casein- 
ausfallung nach Schmidt erwies sich auch in diesem Falle als untunlich. 
Es wurde nunmehr am Wésserbade auskoaguliert, das Koagulum durch 
Dekantation abgetrennt, in 30 proz. Natronlauge gelist, wobei sich das Fett 
als zusammenhangende Masse an der Oberfliche abschied. Dasselbe wurde 
durch Ausschiitteln mit Ather im Scheidetrichter beseitigt, der Ather am 
Wasserbade vertrieben. Nach Wasserzusatz wurde nunmehr eine klare 

0,0087 
oat also 0,174% N, 
was 1,09% Eiwei8 entspricht. Colorimetrisch ergab sich ein Tryptophan- 
gehalt von 0,094%, woraus fiir dieses ColostrumeiweiB ein Try ptophan- 
gehalt von 8,5% resultiert. Uberblicken wir nunmehr die Resultate, 
so ergibt sich: 
a) MilcheiweiB mit einem Gehalte von 3,64% Tryptophan 
” ” ” ” ” 6,3% ” 
c) 6,8% 
6,1% »» MolkeneiweiB . 
5,3% 


EiweiBlésung erhalten. Diese enthielt in 5 ccm 


d) ‘6 (Colostrum) _,, i CB% 
e) 9 ” ” ’ 8,5% 

Es ergibt sich sonach die physiologisch bedeutsame Tat- 
sache, daB die Eiwei8kérper der Frauenmilch den- 
jenigen der Kuhmilch gegeniber durch einen um ein 
Mehrfaches héheren Tryptophangehalt ausgezeichnet 
sind. Nach Kénig enthailt Kuhmilch im Mittel 3% Casein 
und 0,5% Molkeneiwei$, Frauenmilch dagegen 0,8% Casein 
und 1,2% MolkeneiweiB. Es wird demnach der geringere 
EiweiBgehalt der Frauenmilch zum mindesten in be- 
zug auf eine fiir die Wachstumsvorgange besonders 
wichtige Proteinkomponente, das Tryptophan, durch 
einen héheren Gehalt der EiweiBsubstanz an diesem 
Baumateriale ausgeglichen. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Voisenet angegebene EiweiBreaktion, i. e. die 
schéne Violettfirbung, welche eintritt, wenn man eine Eiweib- 
substanz in wisseriger Lésung oder Suspension mit schwach- 
nitrithaltiger, konzentrierter Salzsiure in Gegenwart einer Spur 
von Formaldehyd versetzt, ist an die Tryptophangruppe des 
Eiwei8molekiils in streng spezifischer Weise gekniipft. 

2. Der Ablauf dieser Reaktion erwies sich bei genauer Ein- 
haltung gewisser Versuchsbedingungen (sorgfiltige Beriicksich- 
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tigung der relativen Mengen von Tryptophan, salpetriger Saure, 
Formaldehyd, Salzsiure und Wasser) als ein derart regelmiaBiger, 
daB ein Verfahren zur colorimetrischen Bestimmung des 
Tryptophans auf diesem Prinzipe basiert werden konnte. Durch 
den Vergleich mit der Farbenreaktion einer 0,1 proz. Standard- 
lésung von reinem Tryptophan kann der Gehalt einer Fliissig- 
keit an Tryptophan mit Hilfe des Dubosq-Colorimeters ermittelt 
werden, und zwar ebensowohl der Gehalt an freiem, als auch an 
gebundenem Tryptophan, ohne daB eine vorausgehiende -Ab- 
spaltung desselben aus dem Verbande des Eiweifmolekiils er- 
forderlich wire. 

3. Es wurde so im normalen Pferdeserum ein Tryp- 
tophangehalt von 0,20—0,40% ermittelt. Fraktionierungsver- 
suche ergaben fiir die Albuminfraktion eines solchen Serums 
Werte von 1,2—-1,5%, fiir die Globulinfraktion dagegen solche 
von 4,1—4,7%; in anderen Globulinen (aus Rinderblutserum 
und Exsudaten) fanden sich 4,6—6,1% Tryptophan. Die globulin- 
artigen EiweiBkérper der untersuchten tierischen Fliissigkeiten 
erscheinen sonach den Albuminen gegeniiber durch einen weit 
héheren Tryptophangehalt ausgezeichnet. 

4. Untersuchungen iiber den Tryptophangehalt der 
Milch haben ergeben, da8 das Casein der Kuhmilch rund 
2% Tryptophan enthalte. Ein dhnlicher Tryptophangehalt 
scheint auch fiir das Molkeneiwei8B der Kuhmilch die Regel 
zu sein. Dagegen erscheint das EiweiB der Frauen milch dem- 


jenigen der Kuhmilch gegeniiber durch einen um ein Mehrfaches 
héheren Tryptophangehalt ausgezeichnet zu sein. Es wird dem- 
nach in bezug auf das fiir den Wachstumsvorgang so wichtige 
Tryptophan der geringere EiweiBgehalt der Frauenmilch durch 
einen héheren Gehalt des EiweiBmateriales an dieser _Kompo- 
nente ausgeglichen. 
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Methodische Untersuchungen iiber die colorimetrische Tryptophan- 
bestimmung auf Grund der Voisenetschen Reaktion, sowie tiber 
die Anwendung derselben auf Eiwei8kérper und Organe. 


Von 
Otto Fiirth und Fritz Lieben. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener Physiologischen Universitits- 
institutes. ) 


(Hingegangen am 12. Juni 1920.) 


I. Methodische Untersuchungen itiber die Voisenetsche Reaktion. 


Nachdem in der vorangehenden Arbeit (O. Firth und 
E. Nobel) das Wesen der Voisenetschen Reaktion nur in 
seinen Hauptziigen erértert und die Anwendungsart derselben auf 
das Blutserum und die Milch dargetan worden ist, bedarf die dort 
angegebene Methode noch einer ausreichenden experimentellen 
Begriindung. Es soll nunmehr zunichst unsere Aufgabe sein, 
unsere in dieser Richtung gesammelten Erfahrungen zu sichten 
und (unabhingig von der zeitlichen Reihenfolge unserer Versuche) 
systematisch geordnet wiederzugeben. 

1. Spezifitat der Voisenetschen Reaktion. Weder 
die aliphatischen Bausteine des EiweiBmolekiiles, wie das 
Leucin, Alanin, Glykokoll und die Asparaginsiiure, noch aber das 
Tyrosin, Phenylalanin, Histidin und Prolin geben eine 
Andeutung der Reaktion. Dieselbe fehlt auch in bezug auf das 
Tryptophan unvollstindigen Proteinen, wie der Gelatine und dem 
Fibroin. Aus dem Umstande, daB die Gelatine, obwohl sie 6% 
1-Oxyprolin enthialt!), keinen Voisenet gibt, geht hervor, daB 
auch dieses nicht an der Reaktion beteiligt ist. Dieselbe ver- 
schwindet bei andauernder Siurehydrolyse gleichzeitig mit dem 


1) Vgl. C. O. Johns und D. Breise Jones, Journ. of biol. Chem. 36, 
319. 1918. 
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Tryptophan, welches sich dabei an der Bildung der Melanoidin- 
abscheidung wesentlich beteiligt. (In bezug auf das O xytrypto- 
phan mangeln uns jegliche Erfahrungen.) 

Das Indol zeigt ein dem Tryptophan ahnliches Verhalten. Aller- 
dings gibt es bekanntlich mit Nitrit und Mineralsiure auch bei Abwesenheit 
von Formaldehyd bereits eine Rotfarbung. Andererseits sahen wir, als 
wir 2 ccm einer 0,1 proz. wisserigen Lésung eines Kahlbau mschen Indol- 
praparates mit einem Tropfen Formaldehyd 2,5% und mit 20 ccm konz. 
HCl versetzten, eine langsam einsetzende rosenrote Farbung, auch ohne 
Nitritzusatz, auftreten. Eine intensive violettrote Farbung trat bei weiterem 
Zusatze von 10 Tropfen H,O, 0,05% auf. Auch bei der Reaktion mit 
Tryptophan kann (s. unten) das Nitrit durch Wasserstoffsuperoxyd ver- 
treten werden. 

2. Empfindlichkeit der Reaktion. Eine Tryptophan- 
lésung 1 : 25 000 (0- 004%) gibt noch eine ausgesprochene, eine 
solche 1 : 50000 (0 - 002%) nur noch eine schwach angedeutete 
Reaktion. In 2 ccm einer 0-004 %-Lésung sind 0- 00008 g 
Tryptophan enthalten. 0-0001 g Tryptophan kann also mit 
Leichtigkeit nachgewiesen werden. 

3. Gentianaviolettlésung als Standard. Fiir manche Zwecke 
insbesondere fiir die Beobachtung des zeitlichen Ablaufes der Reaktion 
erschien es erwiinscht, einen fixen Standard an Stelle der immerhin inner- 
halb gewisser Grenzen verinderlichen Tryptophan-Standardlésungen zu 
setzen. Die letzteren wurden stets in der friiher beschriebenen typischen 
Weise (2ccm 0,1% , Tryptophanlésung + 1 Tropfen Formaldehyd 2'/,% 
+ 15cem HCl vom spez. Gew. 1,16 + 10 Tropfen NaNO, 0,05%, das 
Gemenge mit konz. HCl aufgefiillt auf 20 ccm) in graduierten Eprouvetten 
hergestellt. 

Die Priifung verschiedener frischbereiteter Standardlésungen ergab 
eine 0,01% wiasserig-alkoholische Gentianaviolettlésung (ab- 
gesehen von ihrem mehr rétlichen Farbentone) als colorimetrisch annahernd 
gleichwertig einer 

0,105% 
0,108% 
0,121% 
0,116% } im Mittel 0,112 proz. Tryptophanlésung. 
0,112% 
0,108% 
0,117% 

4. Zeitlicher Verlauf der Reaktion. Wird die Reaktion 
in der sub 3 beschriebenen typischen Art derart ausgefiihrt, daB 
die Nitritléisung unmittelbar nach dem Ansetzen der 
Probe hinzugefiigt wird, so tritt die Farbenreaktion langsam ein 
und erreicht nach 1/,—*/, Stunde ihr Maximum. 
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So ergab z. B. eine in typischer Weise angesetzte 0,1 proz. Tryptophan- 
Standardlésung im Dubosq-Colorimeter mit einer 0,01 proz. Gentiana- 
violettlésung bei einer Schichtendicke von 10 mm verglichen, folgende 
Ablesungen: 


nach 5 Minuten gleiche Farbungsintensitét bei einer mittl. Schichtendicke v. 12,2 mm 
” 15 » ” ” ” ” 10,5 » 
” 26 ” J ” ” » 9,3 ” 

J 85 ” ? ” ” ” 9,4 ” 
” 60 ” ” ” » ” 9,4 ” 


Ein analoger Versuch mit einer stairker verdiinnten, nur 0,03 proz. 
Tryptophanlésung ergab beim Vergleiche mit einer 0,01 proz. Gentiana- 
violettlésung: 


nach 5 Minuten gleiche Farbungsintensitét bei einer mittl. Schichtendicke v. 31,9 mm 
» 26,2 » 
” ” ” » %” » ” ” 24.4 ” 


85 ” » ” ” ” ” ” 24,0 ” 


» 15 ” ” »” ” ” ” 


Ganz anders dagegen, wenn man, was entschieden zweck- 
maBiger ist, die mit Formaldehyd und konz. HCl versetzte trypto- 
phanhaltige Probe eine Zeitlang, mindestens aber 5 Minuten lang, 
sich selbst tiberlaBt (wobei die erste Phase der Reaktion sich durch 
Eintritt einer Gelbfirbung bemerkbar macht) und erst im 
Nachhinein Nitrit hinzufigt. Dann sieht man unter den 
einflieBenden Nitrittropfen sofort das Auftreten eines intensiv 
violettgefarbten Ringes und beim Umschiitteln der Fliissigkeit 
wird die Farbung innerhalb ganz kurzer Zeit maximal. 


Beispiel: Eine Reihe von Proben von je 2 ccm einer frisch bereiteten 
0,1 proz. Tryptophanlésung wurden mit 1 Tropfen 2proz. Formaldehyds 
und mit 15 ccm konz. HCl versetzt. Nach verschiedenen Zeiten 
wurden 10 Tropfen NaNO, 0,05% hinzugefiigt. Es wurde sodann mit 
konz. HCl auf 20 com aufgefiillt, durchgemischt und colorimetriert. Als 
Vergleichsstandard diente eines bereits 2 Stunden vorher in typischer 
Weise angesetzte, also sicherlich bereits maximal gewordene Voisenet- 
probe mit 0,1 proz. Tryptophanlésung. 

Nitritzusatz sofort ergab eine Farbung entsprechend einer 0,060 proz. Tryptophanlésung 

nach 5 Min. ,, 0,093 ” 

Ib i» » ’ 0,090 ” 

380 ” ” 0,095 ” 

Std. 0,102 ” 

. O11 - 


0,111 * 
0,093 ” 


” 
”, ” 


ee . ” 


pflegen gegenwartig vor dem Nitritzusatz eine 
Wartezeit von etwa 10 Min. einzuschalten und zwar 
sowohl beim Ansatze der Standardprobe als der zu priifenden 
Lésungen. Es versteht sich von selbst, daB in beiden Fillen ein 
gleichartiger Vorgang unbedingt eingehalten werden muB. 
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5. Verdiinnungsversuche. Fir die Verwendbarkeit der 
Voisenetschen Reaktion zu Zwecken quantitativer Bestimmung 
war die Frage entscheidend, ob der Grad der eintretenden Farbung 
dem Verdiinnungsgrade wirklich annahernd proportional sei. Wir 
haben daher mehrere Versuchsreihen in der Art ausgefiihrt, dab 
wir die 0,1 proz. Standardlésung mit Wasser in verschiedenem 
Grade verdiinnt haben und nun mit je 2 ccm der verschiedenen 
Verdiinnungsstufen die Voisenet-Reaktion in der typischen Art 
(2 com Probe + 1 Tropfen Formaldehyd 2/,% + 15 cem konz. 
HCi + 10 Tropfen NaNO, 0,05% + HCl aufgefiillt auf 20 ccm) 


ansetzten : 
Versuch a) statt 0,120% Tryptophan 0,105, 0,113% gefunden, Fehler ~ 2% -6% 

0,140% 0,137 % /0 ” ” 

0,160% “ 0,166% ar 4% 

0,200% : 0,185 % is ic 
0,080% F 0,081% ” , +1% 

0,060% ss 0,062% ‘ + 3°, 

0,040% 0,087% ‘s »n ~8% 


Versuch b) 


Versuch c) 


0,20 % 
0,30 % 
0,40 % 
0,50 % 


0,16, 0,17% 
0,26, 0,26% 
0,83, 0.38% 
0,44, 0,44% 


-20%, -15% 
~17%, -18% 
-18%, - 18% 
~12%, -12% 


Versuch d) 0,10 % 
» 0,06 % 


» 9,025% 


0,08, 0,09% ” ” ba 2%, * 10% 
0,042%, 0,042% - 16%, -16% 
0,025%, 0,022% , ,, - 0%, -—12% 


Bei einem weiteren Veeelis wurde der dadictinastetiiliee Vergleich 


anstatt mit Hilfe des Dubosq-Apparates, mit Hilfe des Hiifnerschen 
Spectrophotometers durchgefiihrt. 

Versuch e) statt 0,050% Tryptophan 0,052% gefunden Fehler + 4%, 

” 0,025% ” 0,027% ” ” sets 12%, 

» 0,018% a 0,017% * » — 5% 

Wir haben derartige Versuche nicht wiederholt, da die aus dem offenen 
Troge des Spektrophotometers entweichenden Salzsiiuredimpfe eine Ge- 
fahr fiir den Apparat bedeuteten. 

Dagegen war ein auf dem Gebiete der Spectrophotometrie besonders 
erfahrener Kollege, Herr Dr. D. Charnas, so liebenswiirdig, einen weiteren 
Versuch dieser Art mit Hilfe eines Kénigschen Spektrophotometers 
modernster Konstruktion durchzufiihren, das mit seinen verschraubbaren 
Trégen auch das Arbeiten mit konzentrierter Salzsiure gestattet. Wir 
werden noch bei spiterer Gelegenheit auf die wertvollen Beobachtungen 
von Charnas zuriickkommen. 

Versuch f) 0,5 com Tryptophan + 1 Tropfen Formalin 1% + 19,5 com 
héchstkonzentrierte HCl-Lésung (spez. Gew. 1,2) +-0,5 com NaNO, 0,05% 

statt 0,020% Tryptophan 0,022% gefunden Fehler +10% 
0,025% a 0,029%, ~ +15%, 
0,040%, a 0,038%, ms 50, 
0,050% * 0,059%, +18% 
0,060% * 0,069°%, +15% 
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Uberblicken wir die Versuche, so ersehen wir, daB die Fehler- 
grenzen 20% nicht tiberschreiten und sich meist um 10% herum 
bewegen. Dieselben kénnten sicherlich noch erheblich eingeengt 
werden. Sind doch die Mehrzahl der Versuche zu einer Zeit aus- 
gefiihrt worden, wo wir mit der Methode noch nicht vollkommen 
vertraut waren und manche Fehlerquellen noch nicht zu ver- 
meiden wuBten. Jedenfalls ist aber die Proportionalitit eine aus- 
reichende, um die Reaktion von Voisenet den Zwecken der Physio- 
logie dienstbar machen zu kénnen. 

6. Bedeutung des Nitritzusatzes. Bereits in der vor- 
ausgehenden Arbeit ist auseinandergesetzt worden, daB sowohl 
ein Zuviel als ein Zuwenig an Nitrit die Reaktion nicht zur vollen 
Entfaltung kommen la8t. Fir 2 ccm 0,1 proz. Tryptophanlésung 
ist ein Zusatz von ungefihr 10 Tropfen NaNO, 0,05% optimal. 
Charnas hat bei seinen spektrophotometrischen Versuchen auf 
0,5—1,0 cem 0,1 proz. Tryptophanlésung 0,5 com NaNO, 0,05% 
als richtigen Zusatz festgestellt. Ist die in die Reaktion gelangende 
Tryptophanmenge nicht von vornherein bekannt, so ist, wie schon 
friher geschildert, ein tastender Vorgang unerlaBlich. 

Da das Tryptophin eine freie Aminogruppe enthilt, 
welche mit salpetriger Siure in der bekannten typischen Art sich 
umsetzen kénnte, ergibt sich die Frage, ob nicht etwa eine der- 
artige Umsetzung fiir das Zustandekommen der Reaktion von 
Voisenet wesentlich sei. Wird eine Tryptophanlésung mit einem 
groBen Uberschusse von Nitrit und Salzsiure versetzt und die 
salpetrige Siure weggekocht, so geht allerdings die gegeniiber 
stirkeren oxydativen Einwirkungen aller Art recht empfindliche 
Voisenetreaktion unwiederbringlich verloren. 

Wir gingen aber sodann derart vor, da wir 5 ccm 0,1 proz. 
Tryptophanlésung mit 5 com NaNO, 0,05% versetzten und 2 ccm 
HCl 10% hinzufiigten. Dabei gelangt noch immer mehr HNO, 
zur Wirkung, als der fiir die NH,-Gruppe des Tryptophans be- 
rechneten Menge entspricht; es wurde nunmehr erwarmt und an- 
dauernd Luft durchgeleitet, um den HNO,-UberschuB zu besei- 
tigen. Hinterher gab die Fliissigkeit noch eine sehr starke Voisenet- 
Reaktion. Es macht also den Eindruck, als ob die NH,-Gruppe 
des Tryptophans fir die Reaktion nicht wesentlich sei. 
Dafir spricht auch der Umstand, daB eine bei alkalischer Reak- 
tion mit Benzoylehlorid oder Benzolsulfochlorid ge- 
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schiittelte Tryptophanlésung noch positive Voisenetreaktion gab!). 
Eine prizise Beantwortung der Frage wiirde allerdings quantita- 
tive Versuche nach Van Slyke’s Schema erforderm 

DaB die Wirkung des Nitritzusatzes bei der typischen Voi- 
senetreaktion in erster Linie eine schwach-o x ydative und keine 
diazotierende sei, geht aus dem Umstande hervor, daB das Nitrit, 
wie schon Voisenet beobachtet hat, durch einen Zusatz von 
Wasserstoffsuperoxyd vertreten werden kann. 

Wir fiigten zu 2 ccm Tryptophan 0,1% einen Tropfen Formaldehyd 
21/.% und 15 cem konz. HCl hinzu; sodann aber 10 Tropfen H,O, 3%. 
Es trat eine intensive, jedoch rasch verschwindende Blaufirbung ein. 
Wiederholung des Versuches mit H,O, 0,5% ergab eine allmihlich sich 
éntwickelnde, schwichere Fiirbung. H,O, 0,05% gab eine langsam ein- 
tretende, jedoch andauernde schéne dunkelviolette Farbung, der, ahnlich 
wie der Voisenetreaktion, ein Absorptionsstreifen im gelbroten Teile des 
Spektrums entsprach. 


7. Variation des Formolzusatzes. Ebenso wie der 
Nitritzusatz muB auch der Formolzusatz innerhalb enger Gren- 
zen erfolgen, wenn man eine maximale Reaktion erzielen will: 


Beispiel: In einer Serie wurden je 2 ccm 0,1 proz. Tryptophanlésung 
mit je einem Tropfen Formaldehydlésung von wechselnder Konzentration 
(0,1—4%) und 15 ccm konz. HCl Salzsiure gemischt. Nach 10 Minuten 
Wartezeit wurden 10 Tropfen NaNO, 0,05% hinzugefiigt und alle Proben 
auf das Volumen von 20 ccm mit konz. HCl ergiinzt. Diejenige Probe, 
welche mit 21/,% Formaldehydliésung versetzt worden war, diente als 
Standard (0,1% Tryptophan). Bei colorimetrischer Umrechnung entsprach 
die Farbung in der mit 
einem Tropfen 0,1 % Formaldehydlsg. versetzt. Probe einer 0,020 proz. Tryptophanlsg. 

»” 0,25% ” ” ” 0,044 

+ oes . ia ee 

» 10% ste ae 
15 % a ae 
20 % 3 ee git age 


” 
» 30% ” ” ‘9 » 0,088 
n 40% , " 0,070 


Standard 


Eine einfache Proportionalitit zwischen Formaldehydzusatz 
und Intensitaét der Reaktion besteht sonach nicht. Den optimalen 


1) Nach Ehrlich (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, I, 883. 1912) gibt 
das Tryptophol 


(\———C — CH, - CH, - OH 
Pi CH 
\ NH f 
noch die Glyoxylsiure analog wie das Tryptophan. Diese Reaktion scheint 
aber der Voisenetreaktion im allgemeinen parallel aufzutreten. 

g* 
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Formaldehydzusatz bei unserer Versuchsanordnung finden wir 
etwa einem Tropfen einer 2 proz. Formaldehydlésung entsprechend. 

8. Einflu8B der Salzsiurekonzentration und sté- 
rende Wirkung des Wassers. 

Wird eine in gewéhnlicher Weise angesetzte Voisenetprobe 
nach Ablauf der Reaktion mit konzentrierter Salzsiiure verdiinnt, 
so andert sich die Farbungsintensitét annihernd proportional der 
Verdiinnung, z. B. (spektrophotometrische Beobachtung) 
bei +/, Verdiinnung einer 0,1 proz. Lésung statt 0,050% gefunden 0,052% 
» *S, o 5 OE ow ” » 0,025% ” 0,027% 

Ganz anders dagegen, wenn mit Wasser verdiinnt wird: 
Bereits bei Verdiinnung mit dem 3fachen Volumen sieht man die 
Farbe giinzlich verblassen. 

Die von Voisenet gewahlten Versuchsbedingungen, der 
mehrere Kubikzentimeter der zu priifenden Flissigkeit mit dem 
3fachen Volumen nitrithaltiger Salzsiure versetzt hat, waren 
wenig giinstige, da die Proben relativ viel zu viel Wasser ent- 
halten hatten, um einen optimalen Reaktionsablauf zu ermég- 
lichen. Wir haben immer je 2 ccm wasseriger Fliissigkeit mit 
konzentrierter Salzsiure auf 20 ccm aufgefillt, haben also das 
9fache Volumen Salzsiure angewandt und glaubten damit zu- 
nichst die abschwichende Wirkung des Wassers véllig aus- 
geschaltet zu haben. 

DaB dies nicht ganz der Fall ist, lehrt nachstehender Versuch : 

Wir haben eine gewéhnliche konzentrierte Salzsiure vom s pez. Gew. 
durch Einleiten gasférmiger Salzsiure auf ein spez. Gew. von 1,18 ge- 
bracht und nun mit beiden Sauren Parallelproben angesetzt. Es ergab: 

die Probe mit die Probe mit 

HCl sp. G. 1-15 HCl sp. G. 1- 18 
0,10 gegen 0,14 
0,050 Ps 0,063 
0,025 am 0,039 ~ 

Die Proportionalitaét bleibt allerdings auch hier annahernd gewahrt 
ee meen "a 

0,140 : 0,063 : 0,039 
statt 0,070 0,035 

Wenn man Standardlésung und Probe mit derselben Salz- 
siure ansetzt, so diirfte es fir die Colorimetrie ziemlich gleich- 
giiltig sein, ob die konzentrierte Salzsiure etwas mehr oder 
weniger gasférmiger HCl enthiilt. 
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Arbeitet man dagegen mit dem Spektrophoto meter, so 
wird bei Feststellung des A bsorptionsverhialtnisses als MaBes 
fir die absolute Intensitét der Firbung dieser Umstand 
sehr schwer ins Gewicht fallen. 


So hat sich beim Arbeiten mit Salzsiiure spez. Gew. 1,15 unter Be- 


riicksichtigung, daB A = jp crBeben (c bedeutet die Konzentration in Gramm 


im Kubikzentimeter, wobei zu beachten ist, daB 2 ccm der Probe auf 
20 ccm mit Salzsiure, also auf das 10fache verdiinnt worden sind. Also 
z. B. fiir die 0,1 proz. Tryptophanlésung ist c = 0,0001. A ist das Ab- 
sorptionsverhiltnis, E der Extinktionskoeffizient). 


Verdiinnung der Standardlésung auf */,E = 1,15 A = 0,000087 
1/, E = 0,596 A = 0,000084 

1/, E = 0,308 A = 0,000081 

1/, E = 0,210 A = 0,000081 

Mittel 0,000083. 


Einen anderen Versuch hat Herr Kollege Charnas unter Anwendung 
héchstkonzentrierter Salzsiure (spez. Gew. 1,2) unter jenen Be- 
dingungen ausgefiihrt, die sich ihm als fiir die spektrophotometrische Be- 
- stimmung als die giinstigsten ergeben hatten (Spektrum: Ein verwaschener 
Streifen auf 2 = 5700 A‘)): 

0,2—1,0cem 0,1 proz. Tryptophanlésung + 1 Tropfen Formaldehyd 
1% + konz. HCl (spez. Gew. 1,2) ad 19,5cem + 0,5ccm NaNO, 0,05%. Die 
Messung wurde nach 5 Minuten in einem geschlossenen Rohre bei 2 cm 
Schichtlinge ausgefiihrt. 


Mit 0,2 cem 0,1% Tryptophan auf 20ccm ergab sich E = 0,47748 

0,25 0,64425 

0,4 0,85479 

0,5 1,30927 

1,0 2,21341 

auf 1 com umgerechnet: im Mittel E = 2,410 (mit ca. 10% mittlerem Fehler) 
oder E = 1,205 fiir 1 cm Schichtendicke. 


Daraus ergibt sich fiir 1 ccm Schichtendicke unter Beriicksichtigung 


der Verdiinnung auf 20 ccm: A = : = or _ = 0,0000415. Es ergab 
sich also bei Anwendung von HCl spez. Gew. 1,15 A = 0,00083, bei An- 
wendung von HCl spez. Gew. 1,20 A = 0,000415. 

Die Reaktion hat also in letzterem Falle zu einer (ceteris paribus) 
doppelt intensiven Farbung gefiihrt. 

Es sei noch erwihnt, daB wir gelegentlich Proben angeblich reiner 
konzentrierter Salzsiiure in Handen hatten, mit denen sich die Reaktion 
infolge der Anwesenheit einer stérenden Substanz (Chlor ?) tiberhaupt nicht 


1) A (Angstrém-Einheit = 1/,. Milliontel Millimeter). 
gs 
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ausfiihren lie, Auf die Reinheit und ausreichende Konzentration 
der bei der Reaktion benutzten Salzsiure ist daher stets ein 
besonderes Augenmerk zu richten. 

9. Oxydative und reduktive Faktoren. Die fertige 
Voisenetreaktion wird sowohl durch stirkere oxydative Eingriffe 
(z. B. Zusatz Bichromat in Schwefelsiure) als auch durch 
reduktive Faktoren (z. B. Zinkstaub) schnell zerstért. Auch 
gegeniiber den Salzen des Kupfers und vieler anderer Schwer- 
metalle ist die Reaktion so empfindlich, daB8 schon aus diesem 
Grunde nur Colorimetrirkuvetten in Anwendung kommen dirfen, 
bei denen jeder Kontakt der Flissigkeit mit Metall ausgeschlossen 
erscheint. 

Durch langeres Durchleiten sowohl von Luft als auch von 
Wasserstoff wird die Voisenetfarbung zerstért. Doch ist die 
Reaktion bei nicht allzulanger Dauer der Durchleitung durch 
neuerlichen Nitritzusatz regenerierbar. Bei langerer Dauer der 
Durchleitung wird dagegen die Reaktion infolge Abscheidung 
einer melanoidinartigen Substanz andauernd vernichtet. 

Beispiele: a) Eine Voisenetreaktion wurde mit 0,10% Tryptophan- 
lésung wie gewdhnlich angesetzt und sodann durch die Fliissigkeit Luft 
durchgeleitet; es trat erst die gewéhnliche rotviolette Farbung auf, die 
jedoch nicht maximal wurde, sondern bald zu Rotbraun verblaBte. Nach 
ca. 1 Stunde wurde die Probe noch einmal mit 10 Tropfen NaNO, 0,05% 
versetzt: es trat alsbald wieder eine schéne Violettfirbung zutage, welche 
colorimetrisch einer 0,11 proz. Tryptophanlésung gleichkam. 

b) Analoger Versuch, jedoch mit Wasserstoffdurchleitung. Die 
Violettfarbung verblaBt zu Weingelb. Bei neuerlichem Nitritzusatz schéne 
Violettfirbung, colorimetrisch 0,095% Tryptophan entsprechend. 


Ob die Probe nach dem Ansatze von dem Zutritt des Luft- 
sauerstoffes, etwa durch Paraffinélbedec kung geschiitzt wird 
oder nicht, spielt offenbar keine wesentliche Rolle. 


Beispiel: 0,1% Tryptophanlésung als Standard (Nitritzusatz nach 
10 Minuten). Eine andere Probe ergab nach 1 Stunde Luftdruckleitung 
und nachtriiglichem Nitritzusatze colorimetrisch 0,097% Tryptophan. 
Eine weitere Probe nach einstiindigem Stehen mit Nitrit versetzt: 0,114% 
Tryptophan. Eine Parallelprobe, jedoch sogleich nach Zufiigen der Salz- 
siure mit Paraffinél bedeckt, wurde nach 1 Stunde mit Hilfe einer Pipette 
vorsichtig mit Nitrit versetzt und unter Vermeidung jedes Luftzutrittes 
gemischt: 0,109% Tryptophan. 


10. Abscheidung des Voisenetfarbstoffes. Wahrend 
in kolloidaler Bindung befindliches Tryptophan (z. B. in den 
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Eiwei8kérpern des Blutserums) die Voisenetfirbungen tagelang 
unverandert beibehalten kann, triiben sich mit reinen Trypto- 
phanlésungen angesetzte Voisenetproben nach einiger Zeit. Aus 
konzentrierter, etwa 0,2—0,5 proz. Tryptophanlésungen setzt sich 
aus der anfainglich dunkelvioletten Flissigkeit nach eintaigigem 
Stehen ein schwarzlich-violetter Bodensatz unter Ehtfarbung der 
iiberstehenden Fliissigkeit ab. Derselbe, abfiltriert und mit konz. 
HCl gewaschen, erweist sich als unléslich in Wasser, Alkohol, 
Ather, Chloroform, konz. Salzsiure und Schwefelsiure. Auch in 
Natronlauge und Ammoniak erweist sich der Bodensatz als un- 
léslich; doch erfolgt darin ein Farbenumschlag in Ockerfarbe. 
Nach dem Trocknen prisentiert sich die so behandelte Substanz 
als ockerfarbenes Pulver. Die RBeziehungen derartiger Nieder- 
schlagsbildungen zu Melanoidinen sollen eventuell in einer 
spateren Mitteilung erértert werden. 

ll. Unvollkommene Haltbarkeit von Tryptophan- 
lésungen. Das Tryptophan ist eine ziemlich zersetzliche 
Substanz und wir hatten bei der Herstellung ausreichend 
haltbarer Standardlésungen gewisse Schwierigkeiten zu tiber- 
winden. 

Von dem Versuche, Tryptophanstandardlésungen in kon- 
zentrierter Salzsiure zu verwenden, sind wir sehr bald ab- 
gekommen, da sich solche Lésungen allmihlich beim Stehen 
unter Abnahme ihres Tryptophangehaltes schwirzen. Auch 
Tryptophanlésungen in verdiinnter (etwa "/,,) Salzsiure oder 
verdiinnter Natronlauge zeigten innerhalb einiger Wochen eine 
sehr merkliche Abnahme des colorimetrischen Titers. Am zweck- 
maBigsten erwies es sich, bei Herstellung einer 0,1 proz. Trypto- 
phanstandardlésung eine 2proz. Natriumfluoridlésung als 
Lésungsmittel direkt zu verwenden. Die hydrolytische Disso- 
ziation der alkalisch reagierenden Lésung erteilt derselben ein 
ausreichendes Lésungsvermégen und ihre antiseptische Kraft ist 
groB genug, um der Invasion von Schimmelpilzen und Bakterien 
ein wenn auch nicht absolutes, so doch ziemlich wirksames Hin- 
dernis. entgegenzustellen. Eine derartige Standardlésung haben 
wir 2?/, Monate ohne jegliche Abnahme ihres colorimetrischen 
Titers bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Man wird aber in 
praxi jedenfalls gut daran tun, den colorimetrischen Titer der 
Standardlésungen von Zeit zu Zeit mit einer ganz frisch bereiteten 
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Tryptophanlésung oder doch zum mindesten mit Hilfe einer 
0,01 proz. wasserig alkoholischen Gentianaviolettfarbung zu kon- 
trollieren?). 


II. Verfahren zur Tryptophanbestimmung in Proteinen. 


1. Tryptophanzusatz zu Gelatinelésungen. Die An- 
wendung der Voisenetschen Reaktion auf die Tryptophan- 
bestimmung in EiweiBlésungen setzt die Feststellung voraus, ob 
der Ablauf der Reaktion nicht etwa durch die Anwesenheit von 
Proteinen als solchen gestért werde. 

Um diese Frage in exakter Weise beantworten zu kénnen, 
gingen wir derart vor, daB wir Lésungen reiner Gelatine, die 
keine Spur von Voisenetscher Reaktion gaben, mit bekannten 
Mengen Tryptophans versetzten und sodann die colorimetrische 
Bestimmung in typischer Weise vornahmen. 

Versuch a): 1 proz. Gelatinelésung, 0,1% Tryptophan enthaltend: 
gefunden 0,085% Tryptophan statt 0,100%, Fehler 15%. 

Versuch b): Gefunden 0,096% Tryptophan statt 0,100%, Fehler 4%. 

Versuch ¢): 1 proz. Gelatinelésung, enthaltend 0,08% Tryptophan: 
gefunden 0,072% Tryptophan statt 0,080%, Fehler — 10%. 

Versuch d): 1 proz. Gelatinelésung, enthaltend 0,1% Tryptophan: 
gefunden 0,106% Tryptophan statt 0,100, Fehler + 6%. 

Versuche): 50cem | proz. Gelatinelésung wurden mit 0,048 g Trypto- 
phan (in 2proz. NaF-Lésung gelést), versetzt und das Volumen im MeB- 
kolben auf 100ccm aufgefiillt: gefunden 0,045 g Tryptophan statt 0,048, 
Fehler — 6%. 

Versuch f): 0,046 g Tryptophan wurde in wenig verdiinnter HCl 
gelist und die Lésung im MeBkolben mit 1 proz. Gelatine auf 100ccm auf- 
gefillt: gefunden 0,043 g Tryptophan statt 0,046, Fehler — 5%. 

Versuch g): 0,056 g Tryptophan mit einigen Tropfen HCl gelist, 
dazu 50com Gelatine 1%; im MeBkolben auf 100 ccm aufgefiillt: gefunden 
0,063 g Tryptophan statt 0,056, Fehler + 12%. 

Die Ubereinstimmung ist als eine bei Beriicksich- 
tigung der Schwierigkeiten der Methode recht befrie- 
digende zu bezeichnen, insofern sich die Fehler zwischen 
4—15%, also um 10% herum bewegen. 

Da also die Methode in einem System Tryptophan + Gela- 
tine befriedigend funktioniert, lag fiir uns auch kein Grund vor, 


1) Man beachte aber, daB die Gentianaviolettlésung im Dunkeln in 
einer gefiirbten Flasche aufbewahrt werden mége. Beim Stehen im Lichte 
vermindert sick auch ihre Farbekraft. 
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den direkten Bestimmungen in gelésten tryptophanhaltigen Ei- 
weiBkérpern, wie sie in der ersten Arbeit (Firth und Nobel) 
in bezug auf Proteine des Blutserums und der Milch zur Anwen- 
dung gelangt sind, MiBtrauen entgegenzubringen. 

2. Zerstérung des Tryptophans durch Saureh ydro- 
lyse. Weit schwieriger als fiir leichtlésliche EiweiBkérper, lagen 
die Verhialtnisse fiir an sich schwerlésliche Proteine, wie z. B. 
das Keratin, oder fiir koagulierte Proteine, wie z. B. das 
Fibrin. 

An die Méglichkeit, derartige Proteine einer Siurehydrolyse 
zu unterwerfen und sodann das Tryptophan zu bestimmen, konnte 
von vornherein nicht gedacht werden. Mag auch reines Trypto- 
phan gegeniiber Siureeinwirkung nicht allzu empfindlich sein, so 
ist doch die Zerstérung des Tryptophans im Verbande des EiweiB- 
molekiils bei der Hydrolyse von R.A.Gortner (und Mit- 
arbeitern)') zur Geniige dargetan worden. Auch C. 0. Johns 
und D. B. Breise?) haben kiirzlich die Tatsache, daB das Tryp- 
tophan im EisweiB bei der Siurehydrolyse vollstandig zerstért 
werde, nachdriicklich betont. Nach Annie Homer’) wird reines 
Tryptophan von Saure nur langsam zerstért, schnell jedoch bei 
Anwesenheit von Oxydationsmitteln. Gelegenheit zur Inter- 
kurrenz oxydativer Vorgiinge einerseits, von Aldehydkonden- 
sationen (Gortner) andererseits ist aber bei der Saurehydrolyse, 
von Proteinen reichlich gegeben. 

Da diese Zerstérung nun aber mit der Melanoidinbildung 
Hand in Hand geht, diese letztere aber durch die Gegenwart von 
Reduktionsmitteln hintangehalten wird, konnte man daran den- 
ken, etwa durch Salzsiurehydrolyse bei Gegenwart eines solchen 
vielleicht das Tryptophan vor Zerstérung bewahren zu kénnen. 
DaB dies nicht der Fall ist, lehrt nachstehender Versuch: 

10 g feuchten Fibrins (ca, 2 g trockenen Fibrins entsprechend) wurden 
mit 50 com konz. HCl und 5 g Zinnchloriir in einem Kélbchen am Wasser- 


bade mit aufgesetztem Steigrohre erwirmt. Es erfolgte schnelle Lésung. 
Die Fliissigkeit wurde nunmehr mit dem 4fachen Wasservolumen verdiinnt, 


1) R. A. Gortner u. Mitarbeiter, Journ. Amer. Chem. Soc. 37, 1630. 
1915; 39, 2479, 2734. 1918. Journ. of Biol. Chem. 26, 177. 1917. 

2) C. O. Johns u. D. B. Breise, Journ. of Biol. Chem. 36, 319. 1918. 
Chem. Centralblatt 1919 I, 650. 

3) Annie Homer (Lister Inst. London u. Departm. of Biochemistry, 
Toronto), Journ. of Biol. Chem. 22, 269. 1915. 
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das Zinn durch Schwefelwasserstoff gefallt und dieser vertrieben. Das 
wasserhelle Filtrat gab zwar noch deutliche Voisenetreaktion. Die Colori- 
metrie ergab jedoch schiitzungsweise, da8 immerhin die Hauptmenge des 
im Fibrin enthaltenen Tryptophans (s. unten) verlorengegangen war. 

3. Alkalihydrolyse. Da die Siurehydrolyse demnach fiir 
die Zwecke der Tryptophanbestimmung in Eiwei8kérpern nicht 
verwendbar erschien, blieb nur der Weg der Verdauung oder 
der Alkalihydrolyse itibrig. Das Verhalten des Tryptophans 
beim Verdauungsvorgang wird Gegenstand einer weiteren Mit- 
teilung sein. Hier soll zunichst die Frage erértert werden, ob 
und inwieweit es méglich ist, EiweiBkérper durch Alkalilaugen 
in Lésung zu bringen, ohne den Tryptophanbestand zu schidigen. 

Das Barytspaltungsverfahren von Annie Homer!) 
(vgl. die vorangehende Arbeit von Firth u. Nobel, Abschnitt le) 
basiert auf der Voraussetzung, daB dies tatsichlich méglich sei. 
Es wurde aus Kasein durch Hydrolyse mit gesittigtem Baryt- 
wasser erhalten: 

nach 20 Stunden 0,99 und 1,06% Tryptophan 
— oy: ae 1,1 % 
» 6 > 1,04 1,09% 9 
» 80 - 1,04 1,13% *» 

Es wird daraus gefulgert, daB die Baryth ydrolyse prak- 
tisch ohne Tryptophanverluste einhergehe. DaB aber die 
Autorin anderseits recht daran tat, wenn sie ihre Zahlen nur als 
Minimal werte des Tryptophangehaltes betrachtet hat?), ergibt 
sich aus dem Umstande, daB das Kasein nach den Bestimmungen 
von Hopkins und Cole mindestens 15%, nach Firth und 
Nobel (s. o. Abs. IV A) aber rund 2% Tryptophan enthalt. Auch 
Annie Homer selbst ist bei einer ihrer Bestimmungen der 
Wahrheit mit 1,6°% nahegekommen, wihrend ihre anderen Werte 
bei 0,99 bis 1,24% liegen. 

Nun werden aber bei dem Bestimmungsverfahren von Annie 
Homer, die bei der Alkalispaltung resultiorenden Poly- 


jHLe 

*) 1. c. S. 388: ,,from these considerations we see that, allthough the 
value obtained for the tryptophan content of a protein may be sometimes 
lower, than the true value, yet it can be taken as the lowest value assignable, 
to a protein under consideration. Such values, though only approximative. 
may be of the utmost service in experimentes of nutrition and in the pre- 
paration of synthetic diets. 
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peptide aus der tryptophanhaltigen Zersetzungsflissigkeit d urch 
Phosphorwolframsiaurefallung beseitigt und es ist frag- 
lich, ob die Verluste dieser Autorin nicht vielleicht in erster Linie 
durch den Umstand bedingt waren, da8 eben ein Teil des Trypto- 
phans noch nicht in Freiheit gesetzt war und daher mit den 
entfernten Polypeptiden der Bestimmung entzogen 
worden ist. 

Versuch a): Wir haben, um iiber die Alkalieinwirkung auf das Trypto- 
phan klar zu werden, zunichst 2 Pferdeblutserumproben zu je 200 com mit 
je 28 g Atzbaryt versetzt. Die eine derselben wurde am siedenden Wasser- 
bade, dic andere aber im Autoklaven bis ca. 140° 8 Stunden lang erhitzt. 
Nach Beseitigung des Baryts mit Kohlensiiure, des Restes mit Schwefel- 
siure wurde die Fliissigkeit auf das urspriingliche Volumen von 200 ccm 
gebracht und colorimetriert. Wiahrend das native Serum 0,27% Tryptophan 
enthalten hatte, war die am Wasserbade erhitzte Probe auf 0,17%, die 
Autoklavenprobe aber auf 0,13% abgesunken. Es war also ein erheblicher 
Teil des Tryptophans in Verlust geraten. 

DaB jedoch selbst konzentrierte Alkalilauge weder bei 
langdauernder Einwirkung bei Zimmertemperatur 
noch aber bei kurzdauernder Einwirkung in der Warme 
das Tryptophan wesentlich schidigt, geht aus nachstehenden Ver- 
suchen hervor: 

Versuch b): Globulin aus pleuritischem Exsudat in 30 proz. Natron- 
lauge gelést 
Die Lésung enthielt urspriinglich 0,100% Tryptophan 
Colorimetrie nach 1 Woche bei Zimmertemperatur . 0,107% “ 

. » /, Stunde am Wasserbade bei dem 

gleichen Volumen 0,112% 
» 1*/, Stunden am Wasserbade . . 0,097% 
Thymushiston in NaOH 20% gelést. 
Lésung enthbielt sofort 0,030% Tryptophan 
Colorimetrie 6 Wochen spiter a 
is nach 4/, Stunde am Wasserbade. . . . 0,031% ae 
Conchiolin in NaOH 30% gelést. 
Lésung enthielt sofort 0,070% Tryptophan 
Colorimetrie 1 Woche spiiter 0,078% 
eo nach +/, Stunde am Wasserbade . . . 0,073% ” 
Keratin in NaOH 20% gelést. 
Lésung enthielt sofort ... . % Tryptophan 
Colorimetrie 6 Wochen spiiter iL * 
Kin weiterer Versuch betraf die Einwirkung von Baryt- 


wasser auf Fibrin. 
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Versuch c): Unter Alkohol aufbewabrtes Fibrin (69 g trockenen 
Fibrins entsprechend) wurde in einem Liter gesittigten Barytwassers 
suspendiert und 16 Stunden lang am Wasserbade erwirmt. Es erfolgte 
gréBtenteils Lésung; doch blieb ein kriimeliger Riickstand ungelést. 

Nunmehr ergab die Colorimetrie in der Flissigkeit 2,8 g Tryptophan. 
Im ungelésten Riickstande fand sich (nach Lésung in NaOH 30%) noch 
0,75 g Tryptophan, im ganzen also 2,8 + 0,75 = 3,55 g Tryptophan aus 
69 g trockenen Fibrins; dies entspricht einem Try ptophangehalt von 
5,2% (in guter Ubereinstimmung mit anderen durch Verdauung des Fibrins 
ermittelten Werten; vgl. den nachsten Abschnitt!). 

Der geléste Fibrinanteil wurde nunmehr mit Schwefelsiure neutralisiert 
wobei noch ein Albuminanteil mit dem Bariumsulfat ausfiel. Derselbe ent- 
hielt 0,3 g Tryptophan. Das Filtrat wurde mit Schwefelsiure auf 5% davon 
gebracht und mit einer Lésung von Mercurisulfat 10% in H,SC, 5% voll- 
stindig ausgefallt (Tryptophanfillung nach Hopkins). Der Niederschlag, 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt, gab eine Lésung, die colorimetrisch noch 
2,3 g Tryptophan enthielt. Weitere Fraktionierung durch Fillung mit 
einem Uberschu8 von Phosphorwolframsiure gab im Niederschlage 
(Polypeptidfraktion) 1,5 g Tryptophan, im Filtrate (Fraktion des freien 
Tryptophans nur mehr 0,33 g Tryptophan. Also schematisch: 

69 g trockenes Fibrin 
enthaltend 3,55 g T 
< ne ee 
ungeléster Riickstand 


0,75 ¢ T Lésung in Barytwasser 2,8 ¢ ‘I 


er ea 
Im Neutralisations- Tryptophan-Haupt- 
pracipitat 0,3 g T fraktion fallbar 
durch HgSO, in 
H,SO, 5% 2,3 g T. 
Fallung mit PWS 


\ 
- 


nal ‘“ 
Niederschlag Fraktion des 
(Polypeptid- freien T 
fraktion 0,33 g 
1,5 g T 


Dieser Versuch hat uns in eindringlicher Weise dariiber 
belehrt, daB es ganz aussichtslos ist, durch einen Vorgang, wie 
ihn Annie Homer eingehalten hatte, die Gesamtheit des in 
einem Proteine enthaltenen Tryptophans in freier Form ab- 
spalten und erst sodann bestimmen zu wollen. Betrug doch bei 
unserem (schrittweise kontrollierten) Versuche die schlieBliche 
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Tryptophanausbeute kaum '/,, der totalen Menge. Beim Kasein 
liegen allerdings die Verhiltnisse offenbar giinstiger als beim 
Fibrin, so daB Annie Homer immerhin mindestens die Hialfte 
der totalen Menge abzuspalten vermochte. 


Ebenso ergebnislos verlief ein Versuch, die Tryptophan- 
abspaltung mit Hilfe konzentrierter Natronlauge zu 
bewerkstelligen. 


Versuch d): 35g feuchten Fibrins, entsprechend 8g trockenen 
Fibrins wurden durch Pepsin-Trypsinverdauung in 300 ccm in Lésung 
gebracht. Einem Tryptophangehalte von ca. 5% entsprechend, war das 
Quantum von ca. 0,4 g Tryptophan vorhanden. Es wurde nach Zusatz 
von 90g Atznatron 8 Stunden am Wasserbade erwirmt, sodann durch 
Phosphorwolframsiurefillung (in der in der naichsten Arbeit naher be- 
schriebenen Weise) die Gesamtheit der hochmolekularen Polypeptide be- 
seitigt. In dem (durch Baryt von PWS, durch CO, vom Barytiiberschusse 
befreiten) Filtrate fand sich nur 0,06 g freies Tryptophan, also tatsichlich 
kaum 1/, der erwarteten Menge’). 


Das durch Alkalihydrolyse aus Fibrin zunichst hervor- 
gehende siurefillbare Albu minat (,,Albuminsiure) ist dagegen 
tatsichlich unter Umstinden tryptophanfrei: 


Versuch e): 50g alkoholfeuchten abgepreBten Fibrins wurden 
1 Stunde lang mit 200 ccm 20proz. Kalilauge am Wasserbade erwiarmt; 
es erfolgte schnelle Lésung. Das Volumen betrug 240 ccm. Die Lésung 
enthielt (nach Kjeldahl) 1,248 g N (was 7,8 g trockenen Fibrins ent- 
spricht) und ergab colorimetrisch einen Gehalt von 0,40 g Tryptophan, was 
einem Tryptophangehalte des Fibrins von 5,13% gleichkommt. 
Die Fliissigkeit wurde nunmehr mit HC! genau neutralisiert. Der Albu- 
minatniederschlag, abfiltriert und in 3 proz. Natronlauge wieder gelést, 
erwies sich nunmebhr als tryptophanfrei. Im Filtrate fanden sich noch 
0,31 g Tryptophan, jedoch nicht in freier, sondern in gebundener Form 
(offenbar in Gestalt wasserléslicher Polypeptide); denn die Fliissigkeit gab 
mit Bromwasser keine Andeutung der charakteristischen Tryptophan- 
farbung. Dabei war, wie eine Formoltitration nach Sérensen lehrte, 
29% des Gesamt-N als formoltitrierbarer N abgespalten. Nach Beseitigung 
der Polypeptide durch das PWS-Barytverfahren resultierte eine biuretfreie 
Lésung, die iiberhaupt kein freies Tryptophan enthielt. 


1) Die Einschaltung eines reduktiven Faktors zerstért das Tryptophan 
volikommen. 10g feuchten Fibrins wurden mit 50 ccm 30proz. KOH und 
5g Zinnchloriir einige Stunden am Wasserbade erwirmt. Es erfolgte 
Schwarzung infolge Sulfidabscheidung. Am niachsten Tage wurde mit 
Salzsiéure angesiuert und der Albuminatniederschlag abfiltriert. Weder 
dieser noch das Filtrat gab Voisenet 
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Die kurzdauernde Einwirkung der konzentrierten Lauge in 
der Wiarme hatte also in diesem Falle zwar eine vollstandige 
Lésung ohne wesentliche Schidigung des Tryptophanbestandes 
herbeigefiihrt, ohne da tiberhaupt eine Abspaltung freien Trypto- 
phans noch begonnen hatte. 

Unsere Erfahrungen iiberblickend, sind wir zu folgendem 
Resultate gelangt: 

Will man in schwer léslichen EiweiSsubstanzen das Trypto- 
phan bestimmen, so empfiehlt es sich, wofern man die Auf- 
schlieBung nicht auf dem Wege der Verdauung bewerkstelligen 
kann oder will (diesbzgl. vgl. die folgende Abhandlung), dieselben 
durch nicht linger als nétig ausgedehnte Erwirmung mit 20 bis 
30 proz. Alkalilauge am Wasserbade in Lésung zu bringen. Mit 
2 ccm der klaren Lésung setzt man dann in der typischen Weise 
den Voisenetversuch an. Beim Zusatze der konz. HCl fallt natiir- 
lich stets das Alkalichlorid aus und mu8 durch Filtration durch 
ein gehartetes Filter (Schleicher und Schiill) beseitigt werden. 

Da, wie allbekannt, jede Aminosiure beim andauernden Er- 
warmen mit starker Alkalilauge unter Ammoniakabspaltung lang- 
sam veriandert wird, kénnen auch unsere Zahlen streng genommen 


nur als Minimalzahlen gelten. In praxi dirfte aber dieser Fehler, 
wie obige Versuche lehren, gegeniiber anderen Fehlerquellen nicht 
sonderlich belangreich sein. Durch Vorlage titrierter Siure haben 
wir uns tibrigens gelegentlich davon tiberzeugt, daB die absolute 
Menge Ammoniaks, die bei unseren Versuchen tatsiachlich ent- 
weicht, sehr gering ist und praktisch als N-Verlust nicht in Be- 
tracht kommt. 


Ill. Tryptophangehalt einiger Proteine. 
A. Fibrin. 


a) Unter Alkohol aufbewahrtes, abgeprefStes Fibrin in NaOH 10% bei 
40° im Laufe eines halben Tages in Lésung gebracht. 2,24 proz. Lésung 
(Kjeldahl) ergibt colorimetrisch 0,125% Tryptophan, daher Try pto- 
phangehalt des Fibrins = 5,6%. 

b) Unter Alkohol aufbewahrtes Fibrin, abgepreBt, in Na,CO, 5%, 
mit einigen Messerspitzen Pankreatin unter Zusatz von etwas Chloroform 
in den Brutofen gestellt. Es tritt bald vollstandige Lésung ein. 5ccm der- 
selben enthalten aaa 0,0149 g N, 100 com 0,298 g N. Da Fibrin 16,9% N 
enthilt, entspricht dies 1,76% Fibrin. Colorimetrie: 0,09% Tryptophan. 
Daher Tryptophangehalt des Fibrins = 5,1%. 
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c) 1/, kg frischen ausgewaschenen Fibrins wurde in 11 Na,CO, 5% 
suspendiert, dazu 1 Kaffeeléffel Pankreatin und 20 ccm Chloroform. 
Nach erfolgter Lésung im Brutofen fand sich in der Fliissigkeit colorimetrisch 


0,19% Tryptophan. 5ccm enthalten cael 0,0276 g N, 100 ccm. 


0,552 g N (entsprechend 3,27 g Fibrin), daher Try ptophangehalt des 
Fibrins 5,9%. 

d) Fibrinspaltung mit Barytlauge (s. oben Kapitel II, Versuch c). 
Aus der Berechnung resultiert ein Tryptophangehalt des Fibrins: 
== §,2%. 

e) 200 g Fibrin (in 2% NaF aufbewahrt) wurde in einem Acetat- 
Carbonat-Puffergemische mit Trypsin verdaut (vgl. die folgende Arbeit), 
Aus Colorimetrie und N-Bestimmung resultierte ein Try ptophangehalt 
des Fibrins = 4,7%. 

f) Parallelversuch zu e) ergab einen Tryptophangehalt des 
Fibrins = 5,1%. 

g) Lésung von Fibrin in KOH 30% in der Warme (s. oben Kapitel IT, 
Versuch e). Es ergab sich ein Try pto phangehalt des Fibrins = 5,1% 

h) 620g frischen feuchten Fibrins (entsprechend 66g trockenen 
Fibrins) wurden mit 2'/, 1 HCl 0,4% und 5 g Pepsin zur Verdauung an- 
gesetzt. Dieselbe wurde nach erfolgtem Zerfalle und Neutralisation in 
einem Acetat-Puffergemische mit Pankreatin festgesetzt. Es resultierte 
eine Lésung, die colorimetrisch 3,75 g Tryptophan ergab. Daraus berechnet 
sich ein Tryptophangehalt des Fibrins = 5,6%. 


Es ergab sich also in 
Versuch a) Fibrinlésung durch NaOH 10% ein Tryptophangehalt = 5,6% 


b) ‘ Pankreatin os = 51% 
c) » » = 5,9% 
d) ‘ »  Barytwasser , : == 5.3% 
e) : , Trypsin . se 4,7% 
f) as s — =x 5,1% 
g) ’ » Pepsin und 
Pankreatin _,, = = 5,6% 
Mittelwert = 5,3% 





Bei guter Ubereinstimmung der einzelnen Analysen resultiert 
sonach fiir das Fibrin ein Mittelwert von 5,3% Tryptophan. 
' Wir konnten diesen Wert iiberdies durch die Analyse von 
Witte-Pepton kontrollieren, welches Priparat aus Fibrin durch 
weitgehende Pepsinverdauung hergestellt wird: 


B. Witte-Pepton. 
5 g Witte-Pepton wurden ohne vorhergehende Trocknung in NaOH 
20% bei Brutofenwirme im Laufe von 3 Stunden in Lésung gebracht Die 
Lésung ergab colorimetrisch einen Tryptophangehalt von 0,22%, — Kjeldahl 
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ergab in 5 ccm der Lésung aa 0,0306 g N — oder 0,612% N. — Eine 


Probe des Witte-Peptons bei 110° getrocknet, ergab in 0,2 g desselben 
0,0293 g N, woraus sich ein N-Gehalt von 14,67% ergibt. Eine 


0,0295 
0,0291 
Lésung mit 0,612% N enispricht sonach einer 4,17 proz. Witte-Pepton- 
lésung. Diese enthilt 0,22% Tryptophan. Daraus resultiert fiir das Witte- 
Pepton ein Tryptophangehalt von 5,27%, in genauer Ubereinstim- 
mung mit dem vorher fiir das Fibrin berechneten Mittelwerte von 5,3%% 
Tryptophan. 
C. Eieralbumin. 

a) 2'/, g kiuflichen Eieralbumins ohne vorhergehende Trocknung in 
50 com NaOH 10% auf 10° erwiirmt. Innerhalb einiger Stunden erfolgte 
oma 0,0278 g N, 100 com 0,556 g N, 
was 3,63% Eieralbumin (Ovalbumin mit 15,3% N) entspricht. Auf Grund 
des colorimetrischen Titers ergab sich fiir das Eieralbumin ein Gehalt von 
2,25%, 2,85%, 2,24%, 2,59%, 2,18%, im Mittel 2,32% Tryptophan. 

b) Eieralbumin globulinfrei (Griibler). Durch fraktionierte Salz- 
fallung bereitetes globulinfreies Priparat, koaguliert. Ca. 2 g davon mit 
40 com NaOH 30% 4/, Stunde lang am Wasserbade erwirmt: klare Lésung. 
peo g N, 100ccm 0,672 g N, was 4,39% 
Ovalbumin (mit 15,3% N) entspricht. Colorimetrie ergab 0,125% Trypto- 
phan, fiir das Eieralbumin berechnet sich demnach ein Gehalt von 2,85°, 
Tryptophan. 

Es resultiert fiir das Eieralbumin ein Mittel von 


2,32 ‘ 
2.85 . . 2,58% Tryptophan. 


Lésung; 5ccm desselben enthielten 


5 ecem davon enthielten 


D. Gerinnbares Eiwei8 aus dem Muskelplasma des Frosches. 


Muskelplasma aus Froschmuskeln durch Extraktion mit phys. NaCl- 
Lésung bereitet und unter Toluol konserviert, wobei der gréBte Eiweil- 
anteil spontan in den koagulierten Zustand iibergegangen war. Das Plasma 
wurde am Wasserbade vollends zur Gerinnung gebracht, das Gerinnsel 
abfiltriert, gewaschen und mit NaOH 30% erwarmt. Innerhalb kurzer Zeit 
erfolgte volistindige Lésung. Diese gab colorimetrisch 0,045% Tryptophan. 
an 0,0099 g N, 100 ccm 0,198 g N, was 
(Myogen mit 16,2% gerechnet) 1,22% Eiwei8 entspricht. Das Plasma- 
eiweiB des Frosches wiirde demzufolge 3,69% Tryptophan enthalten. 


5 com der Lésung enthielten 


E. Globin aus Pferdebluthimoglobin. 


In bezug auf die Frage der Beteiligung des Tryptophans am 
Aufbau des Haimoglobins erwihnt Abderhalden’) einen Ver- 


1) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chemie 37, 491 1902 
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such, wokei 100 g Oxyhimoglobin aus Pferdeblut andauernd der 
Pankreatinverdauung unterworfen wurden. Die Verdauungsfliissig- 
keit wurde mit HgSO, 10% + H,SO, 5% ausgefallt. Der zerlegte 
Niederschlag enthielt, ,,wie die Tryptophanreaktion mit Brom 
wasser und die Pyrrolreaktion zeigte, auch Tryptophan“. 

F. Samuely erwaihnt im Biochem. Handlexikon (4, 161, 
1911), daB das Globin schwache Adamkiewiczreaktion gibt und 
nur wenig Tryptophan enthalte. 


Versuch a): Wir gingen derart vor, da8 Pferdeblut direkt aus der 
Ader mit +/., Volumen 1 proz. Kaliumoxalatlésung gemischt und dadurch 
ungerinnbar gemacht wurde. Das Oxalatplasma trennte sich beim Stehen 
in der Kalte von den Blutkérperchen gut ab. 50 ccm des Blutkérperchen- 
breies wurden in 100 ccm Wasser gelést, die Lésung wurde mit 150 ccm 
gesittigter Ammonsulfatlésung ausgefallt und der Niederschlag bei Winter- 
kalte abfiltriert. Sowohl im Filtrate (Fraktion A) als auf dem Filter 
(Fraktion B) kam es zu einer reichlichen Abscheidung von Hamoglobin- 
krystallen. 

Die globulinhaltige Fraktion B wurde vom Filter genommen, mit 
Wasser aufgeschwemmt und filtriert und die rote Lésung neuerlich nach 
vorangegangener Halbsattigung mit Ammonsulfat zur Krystallisation ge- 
bracht. Wir erhielten so eine reichliche Abscheidung schén ausgebildeter 
Krystalle ohne mikroskopisch sichtbare amorphe Beimengungen. Die Kry- 
stalle wurden nunmehr abfiltriert, in Wasser gelést, die rote Lésung wurde 
mit verdiinnter Salzsiure tropfenweise bis zum Eintritte eines Farben- 
umschlages in Braun versetzt. Dabei fiel massenhaft ein stark himatin- 
haltiger Globulinniederschlag aus. Eine Probe desselben, mit Natronlauge 
gelést und entsprechend verdiinnt, gab nur eine spurenweise Andeutung 
der Voisenetreaktion. 

Die Krystallfraktion A wurde in Wasser gelést und die rote Lésung 
nach Zusatz von etwas Chloroform im Verlaufe von 3 Tagen salzfrei dialy- 
siert. Nunmehr wurde zum Zwecke der Abtrennung des Globins') HC! 
tropfenweise bis zum Farbenumschlage in Braun zugesetzt, sodann die 
Abtrennungen des Himatins durch Ausschiittelung mit Alkoholather nahezu 
vollstandig durchgefiihrt. Schon wihrend der Ausschiittelung schied sich 
das Globin teilweise gallertig ab und wurde durch vorsichtigen Zusatz von 
Ammoniak vollstindig gefallt. Der Niederschlag wurde sodann abfiltriert, 
gewaschen und in NaOH 5% in der Wirme gelést. Die so erhaltene Lésung 
gab nur eine minimale, nichtcolorimetrierbare Voisenetreaktion. 


Beachten wir das groBe Molekulargewicht des Tryptophans 
(204), so ergibt sich, daB ein Globinmolekil, das unter seinen 

1) Vgl. diesbeziiglich die Vorschriften von F. N.. Schulz (Zeitschr. 
f. physiol. Chemie 24, 454. 1898), W. Hausmann (ebenda 29, 137. 1900) 
sowie von A. Gamgee und A. Croft - Hill (Beitr. z. chem. Physiol u. 
Pathol. 4, 7. 1904). 
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reguliren Komponenten auch nur ein Molekiil Tryptophan ent- 
hielte, bei einem Molekulargewicht von ca. 15 000 mehr als 1% 
Tryptophan enthalten mite. Nun ist aber das Molekular- 
gewicht des Haimoglobins anscheinend von dieser GréBen- 
ordnung. Auf Grund des Schwefel-, Eisen- und Hiamatingehaltes 
wurde dasselbe auf etwa 12 000—15000 bewertet'!); Jaquet 
hatte dasselbe auf 16700 geschitzt; Hifner und Gansser?) 
ermittelten durch verliBliche direkte osmotische Druckbestim- 
mungen Werte von 15 100—16 300. 

Wir werden daher annehmen miissen, daB die sehr geringe 
Menge Tryptophan in unserer Globinlésung von einer Verun- 
reinigung herriihrt. 

Versuch b): Bei einem weiteren Versuche wurde Pferdeblutkérper- 
chenbrei in Wasser gelést, mit dem gleichen Volumen gesiittigter Ammon- 
sulfatlésung gefaillt und nur das globulinfreie Filtrat weiter verarbeitet. 
Uber Nacht wurde in diesem eine reichliche Krystallisation von Himo- 
globin erhalten. Der Krystallbrei wurde abfiltriert, in Wasser unter Zusatz 
einiger Tropfen Ammoniak gelést, mit verdiinnter H,SO neutralisiert und 
das gleiche Volumen gesittigter Ammonsulfatlésung hinzugefiigt. Die 
Lésung blieb zunachst klar, um jedoch beim Stehen in der Kalte fast voll- 
stiindig auszukrystallisieren. In gleicher Weise wurde das Hamoglobin 
noch zweimal umkrystallisiert. 

Die schlieBlich erhaltenen Krystalle, die noch immer Spuren von 
Tryptophan in ihrem EiweiB einschlossen, wurden, wie im vorigen Versuche, 
auf Globin weiter verarbeitet. Die wiisserige Lésung, nach Beseitigung des 
Hamatins vorsichtig mit Ammoniak gefiallt, gab einen Niederschlag. Dieser 
abfiltriert und in starker Natronlauge gelést, gab iiberhaupt keine Voisenet- 
reaktion mehr. 

Wir werden also annehmen diirfen, da8 das Hi moglobin 
ein tryptophanfreier EiweiBkérper sei und daB jene 
geringen Tryptophanmengen, die sich darin nachweisen lieBen, 
nicht dem roten Blutfarbstoffe als solchem, vielmehr bei der 
Krystallisation eingeschlossenem und nur schwer vollig abtrenn- 
barem Serumeiweif angehéren. 


F. Thymushiston. 


Das trockene Praiparat wurde in NaOH 20% unter Erwirmen gréBten 


teils gelést und die Lésung filtriert. 5 ccm desselben enthielten amet g N, 


1) Vgl. Fr. N. Schulz, Die GréBe des EiweiBmolekiiles. Jena 1903 
Gustav Fischer. 

*) G. Hiifner und E. Gansser(Tiibingen), Arch. f. Anat. u. Physiol. 
1907, 209. 
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100 ccm 0,518 g N, was 2,82% Histon (mit einem N-Gehalte von 18,3%) 
entspricht. Colorimetrie: 0,03% Tryptophan. Das Priiparat hat demnach 
1,06% Tryptophan enthalten. 


G. Edestin. 


Von einem aus Hanfsamen gewonnenen krystallisierten Priiparate 
wurde 1/, g in 10 com NaOH 20% bei Brutofenwirme schnell gelést. Die 
Lésung enthielt 0,795% N, was 4,25% Edestin (mit 18,7 N) entspricht. 
Colorimetrie ergab fiir das Priparat einen Tryptophangehalt von 
etwa 3% 

H. Keratin aus Hornspinen. 


Hornspine wurden mit NaOH 20% einige Stunden im Brutofen, so- 
dann am Wasserbade digeriert, wobei gréBtenteils Lésung eintrat. Es wurde 
0,0273 N 
mpeg , 
in 100 ccm 0,546 g N, was 3,6% Keratin (mit 15% N) entspricht. Colori- 
metrie: 0,043% Tryptophan. Demnach enthielt das Keratin 1,19% Trypto 
phan. 


durch ein gehartetes Filter filtriert. Die Lésung enthielt in 5ccm 


I, Conchiolin. 


Aus Schalen von Pinna gewonnen (Priparat von Wetzel). 2 g davon 
fein gepulvert, mit 40 com NaOH 30% verrieben und ca. 1/, Stunde am 
0,022 N 
0,022) ® ** 
100 cem: 0,44 g N, was 2,64% Conchiolin (mit 16,6% N)*) entspricht. 
Coloriemetrie: 0,07% Tryptophan. Conchiolin hat demnach einen Gehalt 
von 2,65% Tryptophan ergeben. 


siedenden Wasserbade erhitzt, filtriert. 5 ccm der Liésung: 


K. Gelatine, 
L. Seidenfibroin, 
M. Elastin 


gaben bei analogen Versuchen entweder gar keine oder nur aiuBerst 
schwache, offenbar von Verunreinigungen herriihrende Voisenet- 
reaktion. 


Wir stellen nun die aus dieser und der vorangehenden Arbeit 
sich fiir den Tryptophangehalt verschiedener Prcteine ergebenden 
Mittelzahlen tabellarisch zusammen und setzen die Resultate 
anderer Autoren zum Vergleiche daneben (S. 146). 

Wir ersehen aus dieser Tabelle, daB die von uns 
gefundenen Zahlen erheblich, sehr oft um ein Viel- 
faches gréBer sind als die von friiheren Autoren mit 
anderen Methoden gefundenen Werte. 


1) Nach Wetzel, Zeitschr. f. physiol. Chemie 29, 288. 1900, 
10* 
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Tabelle I. 


Tryptophangehalt einiger Proteine. 


Firth, E, u. H. 
Lieben Herz- Sanders Sal- Annie Fasal 


u.Nobel eld u. May owski Homer 


% % % % % % 
Serumalbumin (Pferd) 1,3 0,95 —_ _ — 
Serumglobulin. . . . 4,4 _ — _ _ - 
WUE 56 eS ee 5,3 ~ - 2,21 ~_ 
Haimoglobin. .... 8 — -- — — — 
; : " (0,99 
Casein aus Kuhmilch 22 0,51 16 — ape 0,65 
Lactalbumin .... 2,9 _ — — — 3,07 
FrauenmilcheiweiB . . 6,3 ~ -- — -- 
Eieralbumin. ... . 2,6 0,52 ~ _ _ _ 
Muskelplasmaeiwei8 
CeeeON:  sS 3,7 - — -- ~- ~ 
Thymushiston. .. . 1,1 — — — — — 
oe ie eee i) 0,22 _ _ - _ 
MMR RE Oy ee 1,2 — —* — 0,20—0,5 
Conchiolin. ..... 2,6 _ -- — - 
ON Se 3,0 — — — -- 0,38 
Wittepepton. .... 5,3 -- _ — _ — 
ee mee 0 — — — — — 
Seidenfibroin .... ) — _ — _ —_ 


Wir haben, vorlaufig wenigstens, keinen Grund anzunehmen, 
da8B das Molekulargewicht typischer EiweiBsubstanzen die GréBen- 
ordnung von 15 000—20000 wirklich wesentlich iberschreite ; 
wahrscheinlich halten sich Eiwei8kérper im allgemeinen unter 
dieser Grenze'). 

Es scheint uns nun beachtenswert, daB unsere Analysen, 
insoweit sie tiberhaupt einen Tryptophangehalt eines Eiweif- 
k6érpers nicht giinzlich vermissen lieBen, einen solchen von min- 
destens 1% oder dariiber ergaben (vgl. das Serumalbumin, Thy- 
mushiston und Keratin mit Werten zwischen 1,1 und 1,3%). Da 
das Molekulargewicht des Tryptophans 204 betrigt, miBte ein 
EiweiBkérper mit dem Molekulargewichte von 20 000, falls er nur 
ein Molekiil Tryptophan in seinem Verbande einschlieBt, 1% 
Tryptophan, ein solcher mit dem Mol.-Gew. 15 000 1,3% Trypto- 
phan, ein solcher mit dem Mol.-Gew. 10000 aber 2% enthalten. 





1) Vgl. O. Cohnheim, Chemie der EiweiBkérper. 3. Aufl. 1911, 
8. 170ff. und E. Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chemie. I. Teil, 3. Aufl. 
1914, 8. 388 
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Wir sind weit davon entfernt, unsere Werte als definitive 
Standardzahlen zu betrachten; vielmehr wird diirch weitere und 
viel zahlreichere Analysen eine Korrektur derselben zweifellos 
zu gewartigen sein, um so mehr als manche dieser Analysen aus 
einer Zeit stammen, wo wir die zahlreichen Fehlerquellen noch 
nicht so gut gekannt haben, wie dies gegenwirtig der Fall ist. 
Zur Orientierung mégen sie aber jedenfalls geniigen und glauben 
wir immerhin, der Wahrheit wesentlich niher gekommen zu sein 
als unsere Vorginger. 


IV. Tryptophangehalt mensehlicher Organe. 


Wir haben es schlieBlich versucht, uns durch eine Reihe von 
Beobachtungen itiber den Tryptophangehalt normaler mensch- 
licher Organe wenigstens einigermafen zu orientieren. Fir die 
Beistellung des Materiales sind wir dem Vorstand der Lehrkanzel 
fiir gerichtliche Medizin, Herrn Prof. Dr. Albin Haberda, 
sowie den Assistenten dieses Institutes zu besonderem Danke 
verpflichtet. 

Wir gingen im allgemeinen derart vor, daB wir 10 g des fein- 
gekochten Organes mit 50 eem KOH 30% in einem Kélbchen 
bis zu erfolgter, nahezu vollstaindiger Lésung!) am Wasserbade 
erwirmten (was meist 1/,—1"/, Stunden in Anspruch nahm). 
Sodann wurde das Volumen kontrolliert, durch ein gehirtetes 
Filter filtriert und mit 2 cem der alkalischen Lésung direkt die 
Voisenetreaktion. angesetzt. 

Hatten wir so den Tryptophangehalt des gesamten 
Organes ermittelt, so gingen wir, um iiberdies den Trypto- 
phangehalt der Gesamtheit des Organproteins zu er- 
mitteln, derart vor, daB ein anderer Anteil des Organbreies 3 mal 
mit Wasser ausgekocht wurde. Vom‘ abgepreBten Koagulum 
wurden etwa 5 g in 25 cem KOH 30% durch Erwirmen am 
Wasserbade gelést. In der filtrierten Liésung wurde einerseits 
der Tryptophangehalt, andererseits aber der N-Gehalt durch 


1) Allzu lang festgesetztes Erwirmen erwies sich als unzweckmabig 
So ergab eine derartige alkalische Organlésung: 
Muskel Herz 
nach 1 Stunde Erwirmen 0,28%, 0,40% Tryptophan 
» 2'/, Stunden ,, 0,25%, 0,33% is 
” 6 § ” 0,25% 0,25% 
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Doppelbestimmung ermittelt und das N auf EiweiB (mit rund 
16% N) umgerechnet. 

Beispiel: Herzmuskel. 

a) Das Organ enthielt 0,40% Tryptophan. 

b) Organbrei auskoaguliert, 5g Koagulum in 25ccm KOH 30% gelést. 
Lésung enthielt 0,14% Tryptophan. 


} 0,0207 
3ccm derselben enthielten 0,0210 
oder 


100 com 0,69 g N, was 4,31% EiweiB (mit 16% N) entepricht. 
Daher enthalt HerzmuskeleiweiB 3,25% Tryptophan. 
Gelegentlich haben wir diesen Vorgang auch derart modifi- 
ziert, daB wir das Koagulum auf einem gehirteten Filter sam- 
melten, vom Filter in eine Glasschale iibertrugen, bis 110° trock- 
neten, zur Wagung brachten und dann erst in Lauge lésten. 
Wir stellen unsere Resultate in 2 Tabellen zusammen: 
Wir méchten diese Zahlen nur als zur ungefahren Orientierung 
geeignet hingestellt haben, nicht aber etwa als definitive Stand- 
ardzahlen. Streng genommen kénnen alle diese Werte nur als 
Minimalwerte gelten. Denn wir kénnen es kaum mit Sicherheit 


0,0208 g N 
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Tabelle III. 
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ausschlieBen, ob nicht z. B. beim Erwirmen der Organe mit 
starker Lauge sich oxydative Nebenreaktionen im Sinne einer 
Tryptophanzerstérung geltend machen. Da unter verschieden- 
sten physiologischen und pathologischen Bedingungen der Trypto- 
phangehalt der Organe vom Blutgehalte, dem Durchfeuchtungs- 
grade, von gréBerem oder kleinerem Reichtum an Bindegewebe, 
von dem relativen Verhiltnis tryptophanreicher und tryptophan- 
armer Proteine im Protoplasma und auch von vielen anderen 
Faktoren abhingig sein muB, liegt auf der Hand, und es wird 
Aufgabe weiterer und eingehenderer Untersuchungen sein miissen, 
unser Wissen iiber diesen Gegenstand fest zu fundieren. 

Es unterliegt aber wohl keinem Zweifel, daB wir, wenn wir 
z. B. der Niere einen mittleren Tryptophangehalt von 0,4% zu- 
schreiben, der Wahrheit weit niher kommen diirften als Elisa- 
beth Kurchin!), die bei der Tryptophanbestimmung in Nieren 
nach der Methode von Herzfeld fir ein Organ von 300 g einen 
Mittelwert von 0,26 g Tryptophan, i.e. 0,02%, ermittelt hat; 
d.i. nur ein Zwanzigstel unseres Mittelwertes. 

Auch gestatten uns unsere Zahlen immerhin, uns ein un- 
gefihres Bild. von der Tryptophanverteilung und dem 
Tryptophangehalte im ausgewachsenen menschlichen 
Kérper zu machen. 


jyLe 
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Auf Grund der Vierordtschen Zahlen!) und unserer Trypto- 
phanmittelwerte ergibt sich fiir ein Individuum von 58?/, kg 
Kérpergewicht 

ein Gewicht von 28,7 kg Muskulatur mit einem Gehalte von 91,8 g Tryptophan 





* = « 03 , Herz ” ” ” ” 1,0 ,, ” 
- ” » 18 ” Leber ” ” ” ” 10,2 » ” 
° ” 0,16 ,, Milz ” ” ” ” 0,9 ” » 
- » 0,0 ,, Niere mn o ie oe ae e 
» ” 0,10 ,, Pankreas ” ” ’ ” 08 . ” 
» 0,99 ,, Lunge » » ” » 89, ” 
» 136 ,; Magen-Darm ,, » - » Se . 

148 ,, Gehirn a ne . » ID, 
0,08 ,, Thymus * * m » 066,, . 

» 008 ,, Schilddriise ,, af - » @16,, 
= = ” 0,05 ” Hoden ” ” ” ” 0,10 ,, ” 
te ¥ » pS ,, Skelett in m e o , Sts ” 

me » i117 , Haut und 
Unterhautgewebe _,, ° » O, » 
Kilo 58,50 1148 g Tryptophan 


Wir berechnen sonach fiir ein Individuum von 581/, kg 
Koérpergewicht einen Gesamttryptophangehalt von etwa 115 g 
Tryptophan, d. i. etwa 0,2%. Von dem gesamten im K6rper ent- 
haltenen Tryptophan diirften rund etwa °/,, auf die Muskulatur, 
etwa 1/,, auf die Leber und das restliche 1/,, auf alle iibrigen 
Organe zusammen entfallen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Voisenetsche Reaktion wurde vom Gesichtspunkte 
einer Verwertung derselben fiir den Zweck einer colorimetrischen 
Tryptophanbestimmung methodisch durchgearbeitet u.zw 
in bezug auf Spezifitat, Empfindlichkeit, zeitlichen Ablauf, Ein- 
flu8 des Verdiinnungsgrades, des Formol- und Nitritzusatzes, der 
Salzsiurekonzentration, der stérenden Wirkung oxydativer und 
reduktiver Faktoren, der Spontanabscheidung des Farbstoffes, 
der Herstellung haltbarer Standardlésungen sowie endlich auch 
in bezug auf das Absorptionsverhaltnis bei spektrophotometrischer 
Beobachtung (Dr. Charnas). 

2. Aus diesen Beobachtungen resultiert, daB die Reaktion 
mit tryptophanhaltigen Lésungen zweckmaBigerweise in fol- 
gender Art angestellt wird: 2 ccm der Flissigkeit werden 
mit einem Tropfen 2 proz. Formaldehydlésung und mit ca. 15 ecm 
méglichst konzentrierter reiner Salzsiure gemischt. Erst nach 


1) H. Vierordt, Anatom.-physiol, u. physikal. Tabellen, 3. Aufl. 1906. 
S 44 





Colorimetrische Untersuchungen tiber Tryptophan. II. 151 


ca. 10 Min. fiigt man 10—12 Tropfen (wenn erforderlich aber 
mehr) einer 0,05proz. Natriumnitritlésung hinzu, mischt und 
fillt mit konz. HCl auf 20 ccm auf. Schon nach kurzer Zeit 
kann die Intensitat der eingetretenen Violettfiarbung mit der- 
jenigen einer in ganz analoger Weise aus einer 0,1 proz. Trypto- 
phanlésung berechneten Standardlésung colorimetrisch mit Hilfe 
eines Dubosq-Colorimeters verglichen werden. (Die Anwendung 
ganz aus Glas angefertigter Trége ist unerlaBlich.) ; 

3. Die Uberpriifung der Methode durch Tryptophan- 
bestimmung in verschieden konzentrierten Lésungen sowie auch 
durch Tryptophanzusatz zu Gelatinelésungen ergab insoweit be- 
friedigende Resultate, als die Fehler 20% nicht tiberschritten und 
sich meist um 10% herum bewegt haben. 

4. Auch in schwerléslichen und koagulierten Pro- 
teinen ist die direkte Bestimmung des Tryptophans ohne vor- 
herige Abspaltung desselben aus der EiweiSbindung (dank der 
relativen Resistenz des Tryptophans gegeniiber der , Alkaliein- 
wirkung) méglich. Wofern man es nicht vorzieht, die Auf- 
schlieBung auf dem Wege der Verdauung zu _bewerkstelligen, 
bringt man das Protein durch eine (nicht linger als nétig fort- 
gesetzte) Einwirkung von 20—30proz. Alkalilauge am Wasser- 
bade in Lésung. Mit 2 ccm einer derartigen Lésung stellt man 
dann die Voisenetreaktion in typischer Weise an. 

5. Der Tryptophangehalt der bisher untersuchten’ Proteine 
erwies sich durchweg erheblich (sehr oft um ein Vielfaches) 
gréBer, als den von fritheren Autoren mit anderen Methoden 
ermittelten Werten entspricht. Durch einen besonders hohen 
Tryptophangehalt zeichnet sich das Fibrin (5,3%), ebenso wie 
das aus demselben hergestellte Witte pepton (5,3%)*aus. Das 
Serumglobulin (4,0%) wurde um ein Mehrfaches tryptophan- 
reicher als das Serumalbumin (1,3%) gefunden; das Hi mo- 
globin ist allem Anscheine nach tryptophanfrei. Das Frauen- 
milchei weiB (6,3%) wurde um ein Mehrfaches tryptophanreicher 
gefunden als das Casein aus Kuhmilch (2%). Auf einer mitt- 
leren Breite von 2—3*/,% bewegt sich der Tryptophangehalt des 
Eieralbumins, Edestins, Conchiolins, der EiweiSkérper 
des Muskels sowie anscheinend der meisten, Orga nei weib- 
kérper des Menschen. Das Keratin (1,2%) sowie das Thy- 
mushiston (1,0%) erscheint tryptophanarm, die Gelatine, das 
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Elastin und das Fibrin als tryptophanfrei. (Die angegebenen 
Zahlen sollen einstweilen nur als vorliufige Orientierungswerte 
gelten und bediirfen der Korrektur durch weitere Untersuchungen. ) 

6. Der Tryptophangehalt normaler menschlicher 
Organe liegt zwischen 0,1—0,6%. Als besonders tryptophan- 
rei¢éh (0,5—0,6%) erwies sich Leber, Milz und Schilddriise, als 
besonders tryptophanarm das Hirn. Der Gehalt der anderen 
Organe betragt 0,2—0,4%. Auf Grund unserer Mittelzahlen sowie 
der Vierordtschen Tabellen kann der Tryptophangehalt eines Indi- 
viduums von 581/, kg auf etwa 115 g geschitzt werden (i. e. etwa 
0,2%). Davon entfallen etwa °/,, auf die Muskulatur, 4/,, auf die 
Leber und nur das restliche Zehntel auf die Summe aller anderen 


Organe. 





Colorimetrische Untersuchungen iiber das Tryptophan. III. 
Uber die Abspaltung des Tryptophans beim Verdauungsvorgange. 


Von 
Otto Fiirth und Fritz Lieben. 
(Aus der chemischen Abteilung des Wiener Physiologischen Universitits- 


institutes Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Bernhard-Wetzler- 
Stiftung fir Volksernahrung). 


(Eingegangen am 12. Juni 1920.) 


1. Fragestellung. 


Die Ausarbeitung einer Methode, das Tryptophan mit einiger 
Genauigkeit quantitativ bestimmen zu kénnen, hat auch die 
Méglichkeit erschlossen, diese fiir den Ernihrungsvorgang be- 
sonders wichtige Komponente des EiweiSmolekiiles in den ein- 
zelnen Phasen des Verdauungsvorganges verfolgen zu kénnen. 

Wie bekannt, vermag das Pepsin das Tryptophan nicht in 
Freiheit zu setzen. Dasselbe wird vielmehr erst durch die Wirkung 
des tryptischen Fermentes aus dem Verbande des Proteinmole- 
kiiles herausgeschiilt. 

Nun vollzieht sich aber die Ausschilung der einzelnen Amino- 
siuren aus dem Riesenkomplexe des EiweiSmolekiles, wie wir 
insbesondere dank den Untersuchungen E. Fischers und Ab- 
derhaldens wissen, durchaus nicht in gleichmaBiger Weise. 

»Lrotz der in manchen Punkten verschiedenen Resultate“, sagt 
Abderhalden?), ,,laBt sich als eindeutig gesichertes Resultat anfiihren, 
da8 durch Pankreassaft bestimmte Aminosaduren sehr frihzeitig 
vollstandig aus EiweiB abgespalten werden, wahrend andere 
Bausteine langsam folgen und manche sich als nicht aus ihrer Bindung 
loslésbar erweisen.‘‘... Ferner: ,,Zahlreiche Versuche ergaben iiberein- 
stimmend, da8 die einzelnen Aminoséuren verschieden rasch abgespalten 
werden. Tyrosin, Tryptophan und Cystin erscheinen sehr bald in 
der Verdauungsfliissigkeit Das Tyrosin zeigt sich selbst an, wenn es in 


1) E. Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 3. Aufl 
I. Teil, 8. 483—485 1914 f 
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Freiheit gesetzt worden ist. Es krystallisiert infolge seiner Schwerléslichkeit 
selbst aus. Das Tryptophan laBt sich mittels der Bromwasserreaktion 
nachweisen. Nur die freie Aminosdure gibt eine rosarote Firbung. Solange 
das Tryptophan mit anderen Aminoséuren verbunden ist, fallt die Brom- 
wasserreaktion mit dem Verdauungsgemisch negativ aus. Seine Abspaltung 
erkennt man am Auftreten der typischen Reaktion . . . 

... Beispiele zeigen, da8 z. B. Tyrosin und Glutaminsiaure durch 
Pankreassaft sehr verschieden rasch aus Eiwei8 abgespalten werden. Wih- 
rend die erstere Aminosiure schon nach kurzer Zeit in ihrer ganzen Menge 
in freiem Zustand in der Verdauungsfliissigkeit vorhanden ist, wird Glutamin- 
siure ganz allmihlich abgespalten ... Gleichzeitig lassen sich auch andere 
Aminosiuren, wie Alanin, Valin, Leuzin, Asparaginsaure, Lysin, 
Arginin und Histidin in der Verdauunggsfliissigkeit nachweisen. VermiBt 
werden meist vollstindig Prolin und Phenylalanin.“ 

Wir haben nun die Méglichkeit, das Tryptophan quantitativ 
zu bestimmen, dazu benutzt, um festzustellen; ob die Vorstellung, 
welche dem Tryptophan neben dem Tyrosin und Cystin 
sozusagen eine besonders exponierte Stellung im Ei- 
weiBmolekile zuweist, wirklich zutreffend sei. 

Die Frage erscheint, abgesehen von ihrem theoretischen 
Interesse, auch fiir die praktische Frage der Darstellung und 
Gewinnung des Tryptophans von Wichtigkeit. Sind wir 
ja doch diesbeziiglich, da die Abspaltung freien Tryptophans 
aus dem Verbande des EiweiBmolekiiles weder durch Sauren 
noch durch Alkalihydrolyse praktikabel ist, ganz auf die tryp- 
tische Verdauung angewiesen. 

Wir sind daher daran gegangen, die Tryptophanabspaltung 
beim Verdauungsvorgange messend zu verfolgen. 


2. Methodisches. 


Als brauchbarer und bequemer MaBstab fiir das Fortschreiten 
des Verdauungsvorganges hat sich uns die Formoltitration 
nach Sérensen erwiesen, welche uns in jeder Phase dariber 
Auskunft zu geben vermochte, ein wie grofer Bruchteil des 
Gesamt-N bereits in Form von Aminosauren in Freiheit gesetzt 
worden sei. 

Es kam fiir uns nun zunichst darauf an, ein Mittel ausfindig 
zu machen, um freies und in Polypeptidform gebundenes 
Tryptophan mit ausreichender Sicherheit unterscheiden zu 
kénnen. SchlieBlich hat sich uns der Weg der Phosphor- 
wolframsaurefallung als gangbar erwiesen. 
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Das Verhalten des Tryptophans der Phosphorwolfram- 
saéure gegeniiber bedarf einer Klarstellung, da die Meinungen dariiber 
anscheinend auseinandergehen. So basiert das Bestimmungsverfahren von 
Annie Homer!) auf der Annahme, da8 das freie Tryptophan von be- 
gleitenden Polypeptiden durch PWS-Fillung glatt gesondert werden kann. 
Dagegen betont van Slyke die Fillbarkeit des Tryptophans durch PWS *). 
Tatsichlich verhalt sich die Sache folgendermaBen: 

Eine 1 proz. Tryptophanlésung (in "/,)-HCl) gab mit frischbereiteter 
10 proz. PWS. (Kahlbaum) eine voluminése Fillung, die in viel Wasser, 
sowie auch bei Zusatz von etwas 10 proz. Salzsiure klar léslich war. Wurde 
die 1 proz. Tryptophanlésung direkt stark mit Salzsiure angesiuert, so gab 
PWS. keine direkte Fillung. 

Eine 0,1 proz. und eine 0,05 proz. Tryptophanlésung gab (ohne Siure- 
zusatz) mit PWS. erst nach lingerem Stehen eine voluminése Fallung. 

Eine 0,5 proz. Tryptophanlésung (in NaF 2%) gab mit HCl stark 
angesdiuert mit PWS. 10% keine Fallung. 

In einer stark verdiinnten und iiberdies mit HC! 
stark angesiuerten Tryptophanlésung ist also, wenn 
man, ohne lange stehen zu lassen, filtriert, ein Ver- 
lust infolge PWS- Fallung tatsaichlich nicht zu be- 
fiirchten. 

Wir haben uns iiberdies durch Zusatz abgewogener 
Tryptophanmengen zu Verdauungsfliissigkeiten da- 
von tiberzeugt, daB keine wesentliche Menge freien Tryptophans 
durch Fallung der Kolloide mit PWS verloren ging. 


a) 100 ccm eines Verdauungsgemisches (Trypsinverdauung von 
Fibrin in Phosphatpuffermischung s. unten), enthaltend 0,04 g freies 
Tryptophan, wurde mit 0,056 g reinen Tryptophans, geléist in ein wenig 
HCl, versetzt. Nach vollstiindiger Ausfillung mit PWS. fand sich colori- 
metrisch im Filtrate 0,092 g Tryptophan (statt 0,04 + 0,056 = 0,096 g); 
also praktisch kein Verlust. 

b) Zu 100 ccm des gleichen Verdauungsgemisches (enthaltend 
0,040 g freies Tryptophan) wurden 40 ccm Gelatine 1% und 0,53 g Trypto- 
phan, gelést in wenig HCl, hinzugefiigt. Im Filtrate der Phosphorwolfram- 
sdurefallung resultierte 0.080 g Tryptophan (statt 0,040 + 0,053 = 0,093 g). 


Man kann sonach darauf rechnen, bei Phosphorwolfram- 
siurefallung stark angesiuerter pankreatischer Verdauungs- 
fliissigkeiten keine wesentlichen Tryptophanverluste zu er- 
leiden. 


1) L. c.; vgl. die erste der vorausgehenden Abhandlungen. 

*) J. D. van Slyke, Journ. biol. Chem. 16, 39. 1911: ,, Tryptophan is 
known to be precipitated partially with phosphotungstic acid, even from 
fairly dilute solutions. “ 





156 O. Firth und Fr. Lieben: 


Es sei aber ausdriicklich darauf hingewiesen, daB sich dies 
nicht etwa auf Kolloide im allgemeinen tibertragen laBt. Sind 
hoch mole kulare Kolloide neben wenig Tryptophan in groBem 
Uberschusse vorhanden, so wird, wie uns Versuche mit Blut- 
serum und Gelatine gelehrt haben, das freie Tryptophan mit 
dem voluminésen PWS-Niederschlage zum grofen Teile mitge- 
rissen. Pankreatische Verdauungsfliissigkeiten jedoch in fort- 
geschrittenen Stadien der Verdauung, die nur mehr wenig ,,Al- 
bumosen“ und hauptsichlich ,,Peptone’ neben relativ viel Tryp- 
tophan enthalten, verhalten sich diesbeziglich eben ganz anders 
als z. B. Blutserum, dem man eine kleine Menge freien Trypto- 
phans zugesetzt hat. 


3. Trypsinverdauung von Fibrin. 

1. Versuch: Unter Alkohol aufbewahrtes Fibrin wurde abgepreBt, 
in Na,CO, 0,5% suspendiert, mit Pankreatin unter Chloroformzugabe im 
Brutofen zur Verdauung angesetzt. Im Laufe einiger Tage erfolgte fast 
volistindige Lésung. Eine Probe gab mit Bromwasser intensive Rotfarbung. 
Kjeldahl ergab 0,298% N, was 1,76% Fibrin (mit 16,9% N) entspricht. 
Die Colorimetrie ergab 0,09% Tryptophan (was fiir das Fibrin einem 
Tryptophangehalte von 5,1% gleichkommt). Die Fliissigkeit wurde nunmehr 
durch Zusatz von konz. H,SO, auf ca. 4% davon gebracht und mit einer 
10 proz. HgSO,-Lésung in H,SO, 5% ausgefiallt. Der abfiltrierte Nieder- 
schlag wurde mit Schwefelwasserstoff sorgfaltig zerlegt, dieser durch einen 
Luftstrom vertrieben. Die Colorimetrie ergab nunmehr, da8 diese Fraktion 
nur ca. 1/,; der urspriinglich vorhandenen Tryptophanmenge enthielt. 

Es war also nur etwa ein Drittel der im Fibrin vorhandenen 
Tryptophanmenge in eine durch das Ho p kinsche Reagens fallbare 
Form tibergegangen. 

2. Versuch: 1/, kg frischen, ausgewaschenen Fibrins wurde in 1 | 
Na,CO, 0,5% mit etwas Chloroform und | Kaffeeléffel Pankreatin im Brut- 
ofen zur Verdauung angesetzt. Schon am nichsten Tage war das Fibrin 
vollig zerfallen und bis auf geringe-Reste zu einer triiben Lésung um- 
sacl 0,0276 g N, 100 ccm’ 
0,552 g N, was 32,7 g Fibrin (mit 16,9% N) in der gesamten Verdauungs- 
fliissigkeit (11) entspricht. Die Colorimetrie ergab einen Gesamtgehalt 
von 1,9 g Tryptophan (was einem Tryptophangehalt des Fibrins = 5,9% 
entsprechen wiirde). Nach 3 Tagen wurde mit Essigsiure neutralisiert und 
dabei ein unverdauter EiweiSanteil mit einem Gehalte von 0,21 g Trypto- 
phan gefallt. In dem klaren Filtrate fand sich 1,62 g Tryptophan in ge- 
léster Form (die Lésung gab intensive Biuretreaktion und mit PWS. einen 
massenhaften Niederschlag, war jedoch durch Sattigung mit Aminosulfat nicht 
mehr fillbar, enthalt also keine ,,Albumosen“‘ mehr, sondern nur ,,Peptone“. 


gewandelt 5ccm desselben enthielten 
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Zum Zwecke der Isolierung des Tryptophans wurde, 
dem Verfahren Neubergs') folgend, mit HgSO, in schwefel- 
saurer Lésung gefillt, der Niederschlag abfiltriert, mit H,S 
zerlegt, dieser vertrieben, das klare gelbe Filtrat mit einem 
Uberschusse von Bleioxyd erwirmt, ein wenig NH, hinzugefiigt, 
aufgekocht, entbleit und das Filtrat schlieBlich zum Sirup ein- 
geengt, wobei eine Krystallisation von Tryptophan in Form 
tafelférmiger, zu Drusen angeordneter Blattchen erhalten wurde, 
die mit Hilfe der Zentrifuge von der Mutterlauge abgetrennt 
werden konnten. Die Ausbeute (wenige Dezigramm) entsprach 
nur einem Bruchteile des in dem verarbeiteten Fibrin enthal- 
tenen Tryptophanquantums. 

3. Versuch: Fibrinverdauung in Phos phat-Puffermischung. 
300 g unter Alkohol aufbewahrten Fibrins (abgepreBt., einem Trocken- 
gehalte von ca. 70 g trocknen Fibrins mit ca. 3,5 g Tryptophan entsprechend) 
wurde in einem dem Optimum der Trypsinwirkung entsprechenden Phosphat- 
gemische?) (350 cem Na,HPO, "/,, + 150 cem KH,PO, 2/,, + 500 ccm 
H,0) mit 3g Griiblerschen Trypsins und etwas Xylol im Brutofen zur 
Verdauung angesetzt. In den einzelnen Phasen wurde eine Probe ent- 
nommen, bei stark salzsaurer Reaktion mit einem Uberschusse von PWS. 
ausgefillt, diese aus dem Filtrate mit Baryt und der BarytiiberschuB8 mit 
CO, beseitigt. SchlieBlich wurde eingeengt, auf ein bestimmtes Volumen 
gebracht und colorimetriert. 

Nach 2tigiger Verdauugg fand sich so im PWS-Filtrate nur 0,3 g Tryptophan 
“bi se SEAR a ie thar lGR oink pair 1-falee 

Eine Portion der Verdauungsfliissigkeit wurde nun im Brutofen in 

einem Pergamentschlauche der Dialyse unterworfen, um die hemmende 


1) ©. Neuberg, Charité-Annalen 30. 1906. 

2) Nach Oppenheimer (Fermente, 4. Aufl. 1913, S. 452) liegt das 
Optimum der Trypsinwirkung fiir die Peptonspaltung bei einer schwach 
alkalischen Reaktion, etwa H+ —10-* entsprechend. Es ist dies die Re- 
aktion einer noch freie CO, enthaltenden Lésung von NaHCO,. Nach 
L. Michaelis und H. Davidsohn (Biochem. Zeitschr. 38, 280. 1911) 
liegt das Optimum bei H+ = 2-10~*. Die Wirksamkeit andert sich zwischen 
10~-* und 10-° aéuBerst wenig; dann sinkt sie rapide, so daB sie von 10~* einer- 
seits und von 10~*' andererseits an = 0 gesetzt werden kann. Nach J. H. 
Long und Mary Hull (Journ. Amer. Chem. Soc. 39, 1051, Chem. Central- 
blatt 1917, II, 633) ergaben Versuche mit Phosphatgemischen (KH,PO, 
-+- K,HPO,) unter Kontrolle der H-Ionenkonzentration mit Gasketten fiir 
Fibrinverdauung ein Optimum H+ = 10~* bis 5- 10~°, fiir Caseinverdauung 
ein Optimum von H+ = 3-10~-° bis 5-10~-". — Nach P. Rona (Abderhaldens 
Arbeitsmeth. 5, 1096) entspricht obiges Phosphatgemenge (7 com Na,HPO, 
n/,; + 3ceom KH,PO, "/,5) py = 7-146. 
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Wirkung der Verdauungsprodukte zu beseitigen. Im Dialysate fand sich 
(auf die Gesamtmenge der Fliissigkeit umgerechnet) 0,52 g freien Trypto- 
phans. 

Eine andere Portion des Verdauungsgemisches wurde mit 30 proz 
Natronlauge 8 Stunden im Wasserbade erwirmt. Es resultierte, auf die 
Gesamtmenge der Fliissigkeit umgerechnet, 0,82 g freies Tryptophan. 

SchlieBlich versuchten wir noch, ,,£Erepsin“ in Aktion zu bringen: 
die ganze Darmschleimhaut eines 23jahrigen Selbstmérders wurde ab- 
geschabt und in 150 ccm eines Phosphatgemisches (s. oben) suspendiert 
und einen Tag bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann wurde coliert 
und die triibe Fliissigkeit dem Verdauungsgemische hinzugefiigt. Nach 
2 Tagen im Brutofen fand sich (auf die Gesamtmenge bezogen) 0,90 g 
freies Tryptophan. 

Von der im Fibrin enthaltenen Gesamtmenge (ca. 3,5 g 
Tryptophan) war also nach 5 Tagen im Brutofen ca. ein Viertel 
in der freien, durch PWS nicht mehr fallbaren Form abgespalten 
worden. Es ist weder durch Mehrzusatz von Ferment, 
noch durch Dialyse, noch durch Hydrolyse mit starker 
Lauge, noch aber durch ,,Erepsin“ gelungen, eine bessere 
Ausbeute zu erzielen. 

4. Versuch: Kombination von Pepsin, Trypsin und Erepsin. 
125 g feuchten Fibrins wurden mit 500 com HCl 0,4% und 5 g Pepsinum 
germanicum unter Xylolzusatz im Brutofen angesetzt; nach 2 Tagen ist 
fast vollstindige Lisung erfolgt. Nunmehr wurde mit Natronlauge gegen 
Lakmuspapier neutralisiert, das gleiche Volumen eines Phosphatpuffer- 
gemisches (aus gleichen Teilen KH,PO, /,, und Na,HPO, "/,, zusammen- 
gesetzt) und 5 g Try psin Griibler, spiter noch 2 g Pankreatin Rhenania 
hinzugefiigt. Nach dreitaigiger Einwirkung war, wie eine nach dem PWS.- 
Barytverfahren verarbeitete Probe lehrte, erst sehr wenig Tryptophan in 
Freiheit gesetzt. — Es wurde nun ,,Ere psin“einwirkung versucht: Mensch- 
liche Diinndarmschleimhaut wurde mdglichst fein zerkleinert, mehrere Tage 
lang mit einem Puffergemische bei Zimmertemperatur (s. oben) digeriert, 
koliert und die Fliissigkeit dem Verdauungsgemenge hinzugefiigt. Nach 
2 Tagen im Brutofen schien die Tryptophanabspaltung immerhin Fort- 
schritte gemacht zu haben und betrug (wie das PWS.-Barytverfahren 
lehrte) ca. ein Viertel der gesamten im Fibrin enthaltenen Tryp- 
tophanmenge. 

5. Versuch: Fibrinverdauung in Acetatpuffergemisch. 
200 g feuchten (in NaF 2% aufbewahrten) Fibrins wurde, einem Vorgange 





1) P. Rona und F. Arnheim (Biochem. Zeitschr. 57, 84. . 1913) 
fanden das Erepsin dem Trypsin in seinen Wirkungsbedingungen sehr ahn- 
lich: Optimum bei (H) = 2-10-*. Ein aus 4,0ccm n-Na-Acetat und 0,3ccm 
n-Na,CO, zusammengesetztes Regulatorgemisch hat (H) = 2-210~°, 
Py = 7- 66. 
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Natriumcarbonat zusammengesetzten Puffermischung (400 ccm n-Natrium- 
acetat + 30 ccm n-Na,CO, + 570 com H,O) mit 5 g eines sehr wirksamen 
Pankreastrockenpraparates (das wir der Liebenswiirdigkeit des Herrn 
Prof. Ernst Freund verdankten) unter Chloroformzusatz im Brutofen 
der Verdauung iiberlassen. 

Nach 5tiagiger Verdauung wurde eine Probe von 100 ccm mit 10 com 
HCl 10% und 130 com PWS 10%; ausgefillt. Im Filtrate (das unverdiinnt 
mit PWS noch eine Fallung gab, nach mebrfacher Verdiinnung aber nicht 
mehr) fand sich (nach Durchfiihrung der Baryt-CO,-Behandlung) colori- 
metrisch 0,032 g Tryptophan, was, auf die ganze Verdauungsfliissigkeit 
umgerechnet,, 0,32 g Tryptophan bedeutet. 

Es wurde 5g neues Ferment hinzugefiigt und die Verdauung noch 
5 Tage lang fortgesetzt. Nunmehr ergab das PWS-Barytverfahren 0,66 g 
freies Tryptophan. Die gesamte zur Verdauung gelangte Fibrinmenge 
hatte 1,0 g gebundenes Tryptophan enthalten. 

Das Ergebnis war sonach in diesem Falle giinstiger, wie 
bei den fritheren Versuchen, insofern zwei Drittel der ge- 
samten vorhandenen Tryptophanmenge zur Abspaltung 
gelangt waren. 


6. Versuch: Fibrinverdauung in Acetatpuffergemisch, 
Erepsin. Parallelversuch zu Versuch 5, nur mit dem Unterschiede, daB 
»Pankreatin Rhenania activum“ als Ferment diente. Zur Verdauung ge- 
langten (nach Kjeldahl und Colorimetrie) 18,7g Fibrin mit einem Trypto- 
phangehalt von 5,09%, i.c. 0,95 g Tryptophan. Davon fanden sich im 
freien (durch PWS nicht fallbaren) Zustand nach 2tigiger Verdauung 
0,18 g, d. i. ein Fiinftel, nach 8 Tagen aber 0,62 g, d. i. wiederum zwei 
Drittel der vorhandenen Tryptophanmenge. 

Wir versuchten in den vereinigten Verdauungsfliissigkeiten 
der Versuche 5 und 6 durch Erepsin') die Verdauung noch 
weiter zu treiben. Das PWS-Barytverfahren ergab nunmehr, 
da8 von einer Gesamtmenge von 0,97 g Tryptophan 0,68 g in 
Freiheit gesetzt worden war, also doch wiederum nur zwei 
Drittel der gesamten Menge. 


Um festzustellen, ob es sich wirklich um freies Tryptophan handle, 
wurden die vereinigten Verdauungsgemische stark eingeengt und in der 
Kilte stehen gelassen. Nach Abtrennung des massenhaft auskrystallisierten 
Tyrosins wurde die Quecksilbersulfatfaillung nach Hopkins ausgefiihrt 
und der Niederschlag in iiblicher Weise zerlegt. Es resultierte schlieSlich 
erst eine Krystallisation von zu Biischeln angeordneten Nidelchen, dann 
von Plittchen, die abgetrennt sich als Tryptophan erwiesen. 


1) Die ganze Darmschleimhaut eines 23 jibhrigen Selbstmérders wurde 
abgeschabt, mit viel Quarzsand und ca. 50 ccm Puffermischung (s. oben) 
2 Tage in der Kalte stehen gelassen. Sodann wurde die schleimige Masse 
durch ein Porzellanfilter abgetrennt und die Fliissigkeit weiter verwendet. 
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7. Versuch: Pepsin- Trypsinverdauung. 620g frischen, ab- 
gepreBten Fibrins in 2'/,1 HCl 0,4% unter Zusatz von 5g Pepsin und 
Toluol im Brutofen zur Verdauung angesetzt; bereits am nichsten Tage 
fast vollstandige Lésung. Es wurde nunmehr mit Natronlauge neutfalisiert 
und 400cem n-Natriumacetat + 30ccem n-Na,CO, hinzugefiigt. Die 
Sérensen-Titration ergab fiir 20 cem nach Formolzusatz eine Aciditits- 
zunahme: nach 3 Tagen 8,9 ccm "/;-HCl, nach 5 Tagen 11,5 ccm, nach 
7 Tagen 12,1 com, nach 10 Tagen 13,1 ccm 2/;-HCl. Umgerechnet auf den 
Gesamt-N-Gehalt der Fliissigkeit (0,589 N) bedeutet dies eine Abspaltung 
von 32% des N in Form von formoltitrierbarem Amino-N. Die Colorimetrie 
ergab fiir die gesamte Fliissigkeit 3,75 g Tryptophan, davon ip freier (durch 
PWS nicht fallbarer) Form 1,07 g i. c. 29% Tryptophan. 

Es war sonach etwa ein Drittel des vorhandenen Trypto- 
phans in Freiheit gesetzt worden, und die Tryptophanabspal- 
tung hatte mit der Abspaltung der Aminosaiuren im 
allgemeinen ungefahr gleichen Schritt gehalten. 


8. Versuch: Fibrinverdauung mit Trypsin (Réhm und Haas) 
und Duodenalsaft. 100 g feuchten (in NaF 2% aufbewahrten) Fibrins 
wurden mit Wasser ausgewaschen und in 0,1% NaHCO, suspendiert, dazu 
etwas Neutralrot als Indikator und portionenweise 4/, g eines sehr wirk- 
samen, wasserléslichen Trypsinpriparates, das wir der besonderen Ge- 
filligkeit der Firma Dr. Réhm und Haas in Darmstadt verdanken. 
Die Reaktion wurde durch vorsichtigen HCl-Zusatz dauernd entsprechend 
einer Ubergangsfirbung des Indikators zwischen Gelb (alkalisch) und Rosa 
(sauer) erhalten. Es wurde, wie frither, die Aminosdiureabspaltung einerseits, 
die Tryptophanabspaltung andererseits verfolgt. Nach 6 Tagen wurde 
etwas frischer menschlicher Duodenalsaft (durch Abheberung gewonnen) 
hinzugefiigt. Es fand sich: 

Nach 6tagiger Trypsinverdauung 24% des N als Amino-N 
(Sérensen) und 32% des Tryptophans als freies Tryptophan, 
nach l0tagiger Verdauung mit Zusatz von Duodenalsaft 38% 
des N als Amino-N (Sérensen) und 43% des Tryptophans als 
freies Tryptophan. 

Also auch in diesem Falle hatten Ahspaltung des Tryptophans 
und des Amino-N annahernd gleichen Schritt gehalten. 


9. Parallelversuche: Fibrinverdauung in Phosphat- und 
Borat-Puffermischung. Je 90g feuchten Fibrins wurden suspendiert in 


A B 
1/,1 Phosphat-Puffermischung 1/,1 Borat -Puffermischung 
(vgl. P. Rona in Abderhaldens Arbeitsmethode 5, 1/96) 
enthaltend enthaltend 
495 ccm "/,;-Na,HPO, + 5 com "/,;- 287,5 ccm einer Borsiurelésung, 
KH,PO, hergestellt durch Lésen von 0,2 | 
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Mol. (12,404 g) Borsiure in 100 ccm 

n-NaOH und Verdiinnung mit Was- 

ser auf 1] + 212,5 cm 2/,,-HCl 
Pu nach Rona = 8,171 Py nach Rona = 8,137 

Mit 1,2g Trypsin Dr. Réhm und Toluol 
im Brutofen zurVerdauung angesetzt dgl. 

Sérensen-Titration ergab in 20 ccm der 
Fliissigkeit nach Formolzusatz eine 
Aciditétzunahme: 

Nach 4 Tagen 8,6cem %/,-HCl 9,lccm %/,-FAiCl 
ie 9,3 ,, 8,9 
” 9 7,8 ” 
eae 8 7 np 7,7 

Gesamt-N-Gehalt der Fliissigkeit 0,406% N 0,427% N 

Davon waren nach 4 Tagen als Amino-N ab- 
gespalten 20,5% ... . 20,8% 

Der gesamte Tryptophangehalt der Fliissigkeit 
betrug 0,6 g Tryptophan ... . 0,6g Tryptophan 

Nach Durchfiihrung des PWS-Barytverfahrens 
fand sich noch 0,21 freies Tryptophan, d.i. . . . 0,16 g Tryptophan 

35% des Gesamttryptophans 27% des Gesamttryptophans. 


” ” 
” ” 


” 


Also auch hier hatten Aminosiure- und Tryptophanabspal- 
tung ungefihr gleichen Schritt gehalten und diirfte die 
abgespaltene Menge auf rund kaum ein Drittel der Gesamt- 
menge geschitzt werden. 


- 4. Darstellung des Tryptophans. 


Es ist einleuchtend, da8 die Unvollkommenheit der Trypto- 
phanabspaltung die Ausbeuten bei der Darstellung desselben 
recht ungiinstig beeinflussen muB. 


Versuch a): Wir haben, um in dieser Richtung einen AufschluB zu 
gewinnen, 1140 g feuchten abgepreBten Fibrins (seinem N-Gehalte zufolge 
122 g trocknen Fibrins entsprechend) mit 11 n-N-Acetatlésung + 80 ccm 
n-Na,CO,-Lésung + 41 Brunnenwasser + 10 g Pankreatin Freund + 10ccm 
eines Glycerinpriiparates von Pankreatin Rhenania + Toluol im Brutofen 
zur Verdauung angesetzt. Spiiter wurde noch 5 g Pankreatin absolutum 
Rhenania hinzugefiigt. 

Die Aminosiureabspaltung wurde durch Formoltitration nach Sé6- 
rensen, die Tryptophanabspaltung auf colorimetrischem Wege nach voraus- 
gegangener Beseitigung der Polypeptide durch PWS") verfolgt. 


1) Wir gingen z. B. so vor, daB 100 ccm der Verdauungsfliissigkeit mit 
10 cem HCl 10% und 130 ccm PWS 10% ausgefillt wurden. Wir iiber- 
zeugten uns davon, da8 dag Filtrat keine Biuretreaktion (oder héchstens 
nur noch Spuren einer solchen) gab und daB weiterer Zusatz von PWS zu 
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Nach 3woéchentlicher Verdauung ergab die Sérensenbestimmung, daB 
48%, des Gesamt-N in die formoltitrierbare Aminoform iibergegangen 
waren. Colorimetrisch waren 32% des vorhandenen Tryptophans in freier 
Form nachweisbar. Das Vendinnagapicamngs wurde eingeengt, wobei 
(etwa 10% des Gesamt-N entsprechend) eine reichliche Tyrosin-Leucin- 
Krystallisation abgetrennt werden konnte und unter Zusatz neuen Fer- 
mentes noch einige Tage lang weiter verdaut. SchlieBlich ergab die Unter- 
suchung, daB sich 38% des N und 48% des Tryptophans in freier 
Form vorfanden. 

* Es wurde nunmehr die Aufarbeitung des Verdauungsgemenges genau 
nach dem Vorgange von Hopkins und Cole in der Modifikation von 
Neuberg') durchgefiihrt. (Vgl. die Vorschrift in Abderhaldens Hand- 
lexikon 4, 705. 1911.) Nach starkem Einengen des letzten (entbleiten und 
mit NH, neutralisierten) Filtrates begann die Krystallisation von Ge- 
schieben rhombiseher Blattchen neben Biischeln kurzer gekriimmter Nadeln. 
Das Gewicht der abgetrennten und im Vakuum getrockneten Rohkrystal- 
lisation betrug 2,14g. Die Colorimetrie hatte in der Verdauungsfliissigkeit 
2,43 g freies, nicht durch PWS fallbares Tryptophan ergeben. 
Die Ubereinstimmung ist sonach eine befriedigende. 

Aus einer Probe der Rohkrystallisation wurde eine 0,1°%-Lésung (in 
NaF 2%) hergestellt und diese colorimetrisch mit einer 0,1% Standard- 
lésung aus reinem Tryptophan verglichen. Es ergab sich 0,09% Tryptophan 
statt 0,10. Die Rohkrystallisation bestand also tatsiichlich weitaus ihrer 
Hauptmenge nach aus Tryptophan. 

In den Mutterlaugen ergab die Colorimetrie noch 1,16 g 
Tryptophan jedenfalls teilweise noch in gebundener Form. Die 
Verdauungsflissigkeit hatte colorimetrisch 51/, g Tryptophan 
enthalten, wovon wir nach Durchfihrung aller Prozeduren 
schlieBlich noch 2,14 + 1,16 = 3g in Hianden behalten hatten. 

Eine -wesentlich ungiinstigere Ausbeute ergab, trotz An- 
wendung ausgiebiger Mengen stark wirksamer Trypsinpraparate, 
nachstehender Darstellungsversuch : 

Versuch b): 2 kg frischen, abgepreBten Fibrins (237 g getrockneten 
Fibrins, mit einem Tryptophangehalte von 11,8 g entsprechend) wurden 
mit 61 HCl 0,4%, 10 g Pepsin german. und Toluol angesetzt. Es erfolgte 
im Brutofen schnelle Lésung. Nunmehr wurde mit Lauge gegen Lackmus- 
papier neutralisiert und 11 n-Natriumacetat + 75 com nNa,CO, + 41/, g 
Trypsin Freund hinzugefiigt. Die Sérensentitration in je 20 ccm der Ver- 


dauungsfliissigkeit ergab 


der (evtl. auf das mehrfache Volumen verdiinnten) Fliissigkeit keine Fallung 

mehr gab. Das Filtrat (oder ein aliquoter Teil desselben) wurde nunmehr 

mit Atzbaryt von PWS, mit CO, vom Barytiiberschusse befreit, einge- 

dampft, filtriert, auf ein bestimmtes Volumen gebracht und colorimetriert. 
1) C. Neuberg, Charité-Annalen 30. 1906, 
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SR MO Feceisg hal ii oe ae a: de en ee a 3,7 ccm ®/;-HCl 
IN 6a a ee es a ee RRR eS Pie 48 ,, a 
» 6  ,, und Zugabe von 5g Trypsin Réhm .. 4,9 ,, ‘i 
pg ON? gs ~ Fs » 2g Pankreat. Rhenania 6,3 ,, ss 
” 14 ” ” ” ” 5 g ” ” 6,0 ” ” 

Die nunmehr stockende Verdauung hatte erst eine Abspaltung von 
Aminosaéuren entsprechend 14,6% des Gesamt-N herbeigefiihrt. 

Die Verdauungsfliissigkeit wurde nunmehr, wie friiher, nach Ho pkins- 
Neuberg?’) auf Tryptophan verarbeitet. 

Es resultierte schlieBlich eine Krystallisation von 1,7 g, 
welche sich durch den colorimetrischen Vergleich als nahezu reines 
Tryptophan erwies. Es entspricht dies 14,4°% des Gesamttrypto- 
phans. Der Parallelismus zwischen dergesamten Amino- 
siuren- und der Tryptophanabspaltung kommt also 
auch hier zum Ausdruck. 

Wenn auch diese Ausbeute als eine besonders ungiinstige 
gelten mu8 und die Verdauung aus unbekannten Griinden friih- 
zeitig zum Stillstande gekommen war, so ist es doch klar, daB 
man nicht darauf rechnen kann, durch die tryptische Verdauung 
auch nur die Hauptmenge des Tryptophans auf priparativem 
Wege zu gewinnen. 

So sehen wir denn z. B. auch, daB E. Abderhalden und M. Kempe?) 
bei Verarbeitung von 5 kg Casein in praxi nicht mehr als 26,5 g Roh- 
tryptophan gewonnen haben, trotzdem, unseren Erfahrungen entsprechend, 
das Casein 2% Tryptophan enthalt und 5 kg Casein demnach ca. 100 g 
Tryptophan einschlieBen. 

Auch nach den Erfahrungen anderer Autoren schreitet die Trypsin- 
verdauung nur langsam vorwarts. So fanden Henriq ues undGjaldback®) 
die Spaltung von Hiihnereiwei8 nach 

8 14 30 46 73 Tagen 
14% 30% 49% 56% 60% 
Nach éiner Verdauungsdauer von 40—70 Tagen betrug der Spaltungsgrad 
beim Casein 42%, Edestin 45%, Gliadin 43°, Gelatine 25%, Wittepepton 
43% usw. 

1) Zur Entfernung der nach Zersetzung der Quecksilbersulfatfallung 
in der Fliissigkeit verbleibenden Schwefelsiure empfiehlt es sich, statt 
trocknen Bleicarbonates oder Bleioxydes gut ausgewaschenes, unter Wasser 
aufbewahrtes Bleih ydrox yd zu verwenden, welches sich mit der Schwefel- 
sdure viel leichter und schneller umsetzt. . 

2) E. Abderhalden und M. Kempe, Zeitschr. f. physiol. Chemie 52, 


207. 1907. : 
8) Henriques und J. K. Gjaldback, Zeitschr. f. physiol. Chemie 75, 


363. 1911. 
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Neuerdings hat Edward M. Frankel?) bei Kontrolle der EiweiB- 
spaltung mit Hilfe des van Slykeschen Verfahrens an 13 verschiedenen 
Eiwei8kérpern gefunden, daB Pepsin - Salzsaure innerhalb 100 Stunden 
etwa 20% des Gesamt-N als Amino-N freimache; nachfolgende Trypsin- 
verdauung bis etwa 70%, Trypsinverdauung allein nur bis 50%. Mit 
Erepsin dagegen kommt man bis 85—90%. 

Es ist also klar, daB wenn man wirklich die Haupt- 
menge des in einem Proteine enthaltenen Trypto- 
phans auf rationellem Wege gewinnen wollte, dies 
nur unter der Mitwirkung des Erepsins méglich sein 
dirfte. 

Leider war es uns, infolge der Ungunst der duBeren Ver- 
haltnisse, zurzeit nicht méglich, uns einen Darmfistelhund zu 
beschaffen und die Erepsinwirkung in bezug auf die Abspaltung 
des Tryptophans zu verfolgen. Wir beabsichtigen jedoch, sobald 
als es uns méglich sein wird, unsere Untersuchungen nach dieser 
Richtung hin zu ergiinzen. 


Zusammenfassung. 


1. Die auf der Voisenetschen Reaktion basierende colo- 
rimetrische Methode gestattet es, in tryptischen Verdauungs- 
flissigkeiten mit Hilfe der Phosphorwolframsiurefillung freies 
neben gebundenem Tryptophan zu bestimmen. 

2. Bei tryptischer Verdauung des Fibrins ist es (trotz sorg- 
faltiger Regulierung der Acidititsverhaltnisse mit Hilfe von Phos- 
phat-, Acetat- oder Boratpuffermischungen) in der Regel nicht 
méglich gewesen, im Laufe einiger Wochen mehr als ein Drittel, 
héchstens aber zwei Drittel der vorhandenen Trypto- 
phanmenge in freier Form abzuspalten. 

3. Es liegt kein Grund vor, dem Tryptophan analog wie 
dies vom Tyrosin behauptet wird, eine besonders e xponierte 
Stellung in der Struktur des EiweiBmolekiils zuzuschreiben. 
Denn es wird nicht, wie dies beim Tyrosin der Fall zu sein scheint, 
bereits in den ersten Phasen des Verdauungsprozesses seiner 
Hauptinenge nach in Freiheit gesetzt. Vielmehr schreitet seine 
Abspaltung nur ganz allmihlich und wie die Formoltitration 
nach Sérensen lehrt, im groBen ganzen parallel mit der Ab- 
spaltung der Aminosiuren im allgemeinen fort. 


1) Edward M. Frankel (New Haven), Journ. biol. Chemie 26, 31. 


1917, 
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Von 
L. Michaelis und A. Gyemant, 
( Eingegangen am 8. Juni 1920.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


a 
Der Gedanke, die Konzentration der Wasserstoffionen mit 
Hilfe von Indicatoren zu bestimmen, geht auf zwei Reihen von 
Arbeiten zuriick, die fast gleichzeitig erschienen. 


Die eine stammt von H. Friedenthal und Ed. Salm’), die andere 
von Fels und von Salessky aus dem Institut von Nernst?), aus dem glei- 
chen Institut ging auch eine Arbeit von Joel Hildebrand®) hervor, 
welcher die Abhingigkeit der Farbtiefe des Phenolphthaleins von der h 
spektrophotometrisch studierte. Wiahrend alle diese Arbeiten mit der 
Annahme arbeiteten, daB die Farbnuance allein von den H-Ionen bestimmt 
wird, zeigten Bohdan v. Szyskowski‘) sowie Michaelis und Rona’), 
da8 die Anwesenheit anderer Ionen nicht immer belanglos fiir die Farbe 
der Indicatoren ist. Die vollkommenste Form dieser Indicatoren-Methode 
ist die von 8. P. L. Sérensen®*). Seine Methode beruht darauf, daB man 
die zu untersuchende Lisung mit einem passenden Indicator versetzt und 
diejenige Pufferlésung ausprobiert, welche diesem Indicator die gleiche 
Nuance erteilt. Das p, der zu untersuchenden Lésung ist dann gleich dem 
der Pufferlésung und dieses ist aus dem durch elektrometrische Messung 
geeichten Diagramm der Puffer von Sérensen abzulesen. Die Methode 
erfordert als Vorbereitung nur, eine Reihe von sorgfiltig hergestellten 
Standardlisungen unter CO,-sicherem Verschlu8 vorritig zu halten. 


1) H. Friedenthal, Zeitschr. f. allg. Physiol. 1, 56. 1901; 4,44. 1904; 
Arch. f. Anat. u. Physiol. 1903 (Verhandlg. d. Berliner physiol. Gesellschaft) ; 
Ztschr. f. Elektrochemie 10, 113. 1904; Ed. Salm, Zeitschr. f. physikal. 
Chemie 57, 471. 1907; 63, 83. 1908; Salm u. Friedenthal, Zeitschr. f. 
Elektrochemie 13, 125. 1907. 

*) Fels, Zeitschr. f. Elektrochemie 10, 208. 1904. Salessky, Zeit- 
schr, f. Elektrochemie 10, 204. 1904. 

8) J. Hildebrand, Zeitschr. f. Elektrochemie 14, 349. 1908. 

4) Bohdanv. Szyskowski, Zeitschr. f. physikal. Chemie 58, 420.1907. 

5) Michaelis u. Rona, Zeitschr. f. Elektrochemie 14, 251. 1908. 

6) Sérensen, Biochem. Zeitschr. 21, 131. 1909; Sérensen und 
Palitzsch, daselbst 24, 381 u. 387 .1910; dieselben, ebenda 51, 307. 1913. 
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Die Indicatorenmethode l48t sich nun auch nach einem 
anderem Prinzip ausfiihren, wéiches nicht einmal diese Vor- 
bereitung erfordert. Das Prinzip ist nicht neu, es liegt eigent- 
lich allen Arbeiten vor Sérensen zugrunde, aber es ist noch 
nicht zu einer so abgerundeten Methode, wie es die S6rensen- 
sche ist, ausgearbeitet worden. Die Methode von Sérensen 
hat sich weit verbreitet und ist durch Einfiihrung neuer geeig- 
neter Indicatoren durch Sérensen und Palitzsch (l.c.) Lubbs 
und Clark") weiter vervollkommnet worden. Wenn wir den- 
noch unsere Methode veréffentlichen, so begriinden wir das mit 
folgendem: Unsere Methode erspart die Herstellung der Puffer- 
lésungen, und zweitens ist sie ohne Vorbereitung fiir die py- 
Messung bei jeder beliebigen Temperatur anwendbar. 
Die Sérensensche Methode ist fiir Zimmertemperatur von 18° 
geeicht. Abweichungen von wenigen Graden machen zwar noch 
keine merklichen Anderungen, aber schon fiir 37° ist sie nicht 
mehr genau. Um sie anderen Temperaturen anzupassen, miiBte 
mati dieselbe Eichung, die Sérensen fir 18° durchgefihrt hat, 
fir alle anderen Temperaturen ausfiihren, was zwar méglich, 
aber mithselig ist. Bei unserer Methode geniigt es, den Temperatur- 
koeffizienten der Dissoziationskonstante des Indicators zu ken- 
nen, um eine pq-Messung bei beliebiger Temperatur auszuftihren. 
Diese Temperaturkoeffizienten sind nun fir einen Teil der Indi- 
catoren aus der Literatur schon zu entnehmen, fiir die anderen 
konnten wir sie durch einige Messungen leicht erginzen. Aus 
diesen “beiden Griinden glauben wir, daB es nicht tberfliissig ist, 
unsere Methode zu beschreiben. 


I. Prinzip der Methode. 


Das Prinzip der Methode beruht darauf, da8 man mit einem 
einfarbigen Indicator (also z. B, Phenolphthalein, Nitrophenol, 
nicht aber Lackmus, Methylorange) die in der zu untersuchenden 
Lésung vorhandene Farbtiefe im Verhaltnis zu der bei Alkali- 
iiberschuB tiberhaupt erreichbaren maximalen Farbtiefe béstimmt. 
Dieses theoretisch so naheliegende Prinzip wurde experimentell 
eigentlich nur vereinzelt fiir andere Zwecke angewendet. 


1) H. A. Lubbs u. W. M. Clark, Journ. of the Washington Acad. 
of Sciences 5, 609. 1915. 
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So haben Hildebrand (l.c.) und Wegscheider') nach diesem 
Prinzip die Dissoziationskonstante des Phenolphthaleins bestimmt. Fiir den 
von uns angestellten Zweck, fiir die Messung der h in beliebiger Fliissigkeit, 
hat H. Th. Tizard*) dieses Prinzip experimentell durchzufiihren versucht, 
und zwar an zwei Indikatoren, Methylorange und Methylrot. Diese Indi- 
catoren sind entgegen der von uns gestellten Forderung zweifarbig. Um 
das Prinzip durchfiihren zu kénnen, mu8 Tizard die Farbtiefe des Methyl- 
orange in seinen verschiedenen Zustinden vergleichen. Diesem Verfahren 
liegt die Beobachtung zugrunde, da8 die Farbtiefe der roten Modifikation 
etwa 18 mal so groB ist, wie die der gelben. Die Annahme der gleichmaBigen 
Vertiefung der Farbe beim Ubergang von der gelben zur roten Modifikation 
gestattet ihm, aus der Farbtiefe den Dissoziationsgrad und somit auch die 
h zu berechnen. Ebenso bei Methylrot. Die Schwierigkeit in der Beurteilung 
bei den zwei qualitativ verschieden gefirbten Fliissigkeiten schligt er nicht 
hoch an, im Gegensatz zu Vele y*), der bei ahnlichen Versuchen auf groBe 
Schwierigkeiten stieB. Theoretisch scheint ein solches Verfahren nicht ein- 
wandfrei, wenn auch die guten Resultate von Tizard das Gegenteil zu 
beweisen scheinen. Das Anwendungsbereich kann jedoch nur gering sein, 
die Methode hat sich auch nicht eingebiirgert. Es ist jedenfalls erwiinscht, 
dieses Prinzip an einfarbigen Indicatoren durchzufiihren, bei denen die 
theoretische Grundlage einwandfrei ist. 

Natiirlich kann man ein ganz abnliches Prinzip auch fiir zweifarbige 
Indicatoren anwenden, worauf schon Bjerrum (s. unten) hingewiesen 
hat. So kann man z. B. die Zusammensetzung einer violetten Lakmus- 
lésung aus ihren beiden Componenten, rot und blau, dadurch feststellen, 
da8 man ausprobiert, welche optische Mischung einer roten und einer 
blauen Lakmuslésung der zu untersuchenden wirklichen Mischung 
beider Modifikationen entspricht. Technisch viel einfacher ist aber die 
Untersuchung mit einfarbigen Indicatoren. 


Wir wenden also solche Indicatoren an, welche von farblos 
nach gefirbt (Gelb, Rot) umschlagen. Um ‘die Theorie méglichst 
einfach zu beginnen, nehmen wir zunichst an, daB der Indicator 
(welcher in unseren Fallen eine Saure ist) nur in zwei Modifikationen 
existenzfihig ist, in Form der (undissoziierten) Séure oder viel- 
mehr Pseudosiure im Sinne von Hantzsch, und als gefarbtes 
Ion. Wir sehen also zunichst davon ab, da der Indicator zum 
Teil auch als (undissoziiertes) Salz bestehen kénne. Wir nehmen 
also z. B. an, daB p-Nitrophenol als Saure farblos, als Ion gelb 


1) Wegscheider, Zeitschr. f. Elektrochemie 14, 510. 1908. 
*) Tizard, Journ. of the chem. soc. of London. Transactions 97, 2477. 
1910; 97%, 2490. 1910. Tizard and Whiston, Journ. of the chem. soc. 
117/8, 150. 1920. 

8) Veley, Zeitschr. f. physikal. Chemie 57, 147. 1906; Journ. of the 
chem. soc. Transact. 1907. 
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sei und da8 Natrium-Nitrophenolat total elektrolytisch dissoziiert 
sei, d.h. als solches in meBbarer Menge nicht existiere. Wenn 
man nun eine beliebige Fliissigkeit, deren h in dem Ubergangs- 
gebiet des p-Nitrophenol liegt, mit einer ganz bestimmten Menge - 
Indicator versetzt und zweitens eine verdiinnte Lésung von 
NaOH mit der gleichen Menge des Indicators, so wird man colori- 
metrisch bestimmen kénnen, wie die Konzentrationen der gelben 
Molekilart in den beiden Lésungen sich verhalten. In der NaQH- 
Lésung existiers der Indicator nur als Ion, durch die colori- 
metrische Vergleichung der Lauge und der zu untersuchenden 
Lésung erfaihrt man daher fiir die letztere den prozentischen An- 
teil der Indicatorionen im Vergleich zur Gesamtmenge des Indi- 
cators, oder wir erfahren den Dissoziationsgrad « des Indicators. 
Nun besteht zwischen der Wasserstoffzahl h und dem Disso- 
ziationsgrad « einer Siure folgende Beziehung?): 


RE ER Sic 
a“ 





wo k die Dissozoiationskonstante der Saure, also hier des Indi- 
cators bedeutet. Ist diese fiir den betreffenden Indicator be- 
kannt, so gibt die Gleichung in einfachster Weise die Wasser- 
stoffzahl. 

Es handelt sich also nur noch darum, einige geeignete ,,ein- 
farbige‘‘ Indicatoren auszuwahlen und ihre Dissoziationskonstan- 
ten zu bestimmen. Bjerrum?) hat in seiner ausgezeichneten 
Monographie -tiber die Indicatoren eine geniigende Zahl ein- 
farbiger Indicatoren vermift. Es war unsere erste Aufgabe, diese 
Liicke auszufillen. Wir entschieden uns fiir folgende Indica- 
toren (Tab. I), mit denen wir vorlaiufig wohl fiir die wichtigsten in 
Betracht kommenden Gebiete der h auskommen, und bestimmten 
ihre Dissoziationskonstanten zunichst bei 18° nach der im fol- 
genden Abschnitt angegebenen Methode. 

Das Prinzip der Anwendung wird am besten durch ein Bei- 
spiel klar (ausfiihrliche Beschreibung vgl. weiter unten). Es soll 


1) Das folgt aus den Dissociationsgesetzen: z. B. aus Gleichung 12, 
8. 18 in Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914, 
Julius Springer. ' 

*) N. Bjerrum, Die Theorie der alkalimetrischen und acidimetrischen 
Titrierungen. Sammlung chem. und chem.-techn. Vortrige 21. Stuttgart 
1914. 
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Tabelle I. 


Indicator | Farbe | & far 18° px fr 18°| Bester Anwen- 








dungsbereich 








-_ | -10-1 | 998 0--13 
B-Dinitrophenol 1: 4-10-* 3,69 
«-Dinitrophenol 1: 


2, 

oud 8,5 -10-5 4,06 
p-Nitrophenol | 6, 
| 4, 
1, 


| ea 7,18 
m-Nitrophenol -10-* 8,34 
Phenolphthalein 6-10-% 9,73 
m-Nitrobenzolazosalicylsiure | gelb (7,0 -10-%| 11,16 10, 0—12,0 


*) Die Grenze 4,7 ist etwas weit gesteckt. Bei ganz farblosen Li- 
sungen ist sie zwar gut brauchbar, und solange wir noch keine Erfahrungen 
tiber einen zwischen p-Nitrophenol und Dinitrophenol 1:2:4 stehenden 
Indicator haben, wollen wir dieses etwas weite Anwendungsbereich fest- 
halten. Wir glauben, in Dinitrophenol 1:3:4 einen geeigneten Indicator 
fiir diese Liicke empfehlen zu kénnen, haben aber noch keine praktischen 
Erfahrungen mit diesem gesammelt. 


Die Zahlen an den Namen der Dinitrophenole geben die Stellung 
OH : NO, : NO, an. 
Py irgendeiner Fliissigkeit gemessen werden. Wir versetzen 
5 ccm dieser Fliissigkeit mit z. B. 0,5 ccm einer 0,1 proz. wasserigen 
Lésung von p-Nitrophenol. Die Flissigkeit wird dadurch schwach 
gelb gefirbt. Nun nehmen wir 5ccm einer verdiinnten, etwa 
0,01—0,1n-NaOH und probieren, wieviel Indicator wir zur Er- 
reichung der gleichen Farbtiefe zufiigen miissen. Wir finden 





0,01 
z. B. 0,01 ccm. Dann ist « act VO, und, wenn wir dies in die 


obige Formel einsetzen, erhalten wir unmittelbar h. 


II. Die Dissoziationskurven der Indicatoren. 

Puffergemische, deren Gehalt an Na oder K 0,05 n nicht 
iiberstieg und meist noch viel geringer war, und welche in An- 
betracht der Kleinheit des Salzfehlers als praktisch salzfrei be- 
trachtet werden konnten, wurden einerseits auf ihr pg mit der 
Gaskette gemessen, andererseits wurden je 10ccm mit 1 ccm 
Indicator versetzt und die Farbstirke colorimetrisch durch Ver- 
gleich mit einer Lésung desselben Indicators in "/19.-NaOH 
bestimmt. Die mit dem Indicator versetzten Lésungen sind fiir 
die Messung in der Gaskette nicht geeignet, weil viele organische 
Farbstoffe, insbesondere die Nitrokérper an der H-beladenen 
Platinelektrode reduziert werden und die Einstellung eines Kon- 
stanten Potentials verhindern'). Es ist aber ganz unbedenklich, 


1) Bei dauernder heftiger H,-Durchstrémung auch wihrend der Ab- 
lesung bekommt man ziemlich gut und richtig sich einstellende Poten- 
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die Pg-Messung vor Zusatz des Indicators auszufiihren, weil py 
in gut gepufferten Lésungen weit innerhalb der Fehlergrenzen 
durch den Indicatorzusatz nicht geindert wird. 


Die Indicatoren. 


Von unseren Indicatoren wurden von K ahlbaum bezogen Phenol- 
phthalein, p-Nitrophenol und «-Dinitrophenol (OH : NO, : NO, = 1: 2 : 4). 
Das f-Dinitrophenol (1:2:6) verdanken wir Herrn Dr. Gerngross 
(techn.-chem. Laborat. der techn. Hochschule Charlottenburg), dem wir 
auch sonst fiir einige Ausgangsprodukte und Materialien zu Danke ver- 
pflichtet sind. Das m-Nitrophenol, unser wichtigster Indicator fir die 
Gegend der Neutralitit, bisher als Indicator noch niemals angewendet, 
war bisher im Handel nicht erhiltlich. Wir méchten deshalb auf seine 
Darstellung niher eingehen. Wir legten der Darstellung die Vorschrift von 
Bantlin*) und von Henriq ues?) zugrunde und arbeiteten folgendermaBen. 
13,8 g m-Nitranilin (1/,) Mol.) werden in 150 cem verdiinnter H,SO, (10 Ge- 
wichtsprozente H,SO,) unter Erwirmen gelist, in Kaltemischung gekiihlt und 
dazu eine Lésung von 7 g reinem Natriumnitrit in 25 com Wasser hinzugefiigt. 
Nach 1/, Stunde wird mit verdiinnter H,SO, (wie oben) auf 1,5 1 verdiinnt, 
schnell zum Sieden erhitzt und nahezu im Sieden erhalten, bis die Stickstoff- 
entwicklung aufhért. Noch hei8 wird die Lésung durch ein gewdhnliches 
Filter von kleinen Mengen dunklen Harzes, das sich beim Kochen gebildet, 
abfiltriert. Das triibe, hellgelbe Filtrat wird nach dem Abkiihlen einige 
Male ausgeithert und der Ather verdampft. Es hinterbleibt ein gelbes Ol, 
welches bald zu teilweise hellgelben, teilweise dunkelgelben Krystallen er> 
starrt. Ausbeute gegen 9,6 g (70% der Theorie). Aus diesem Rohprodukt 
kann nur unter ziemlichen Verlusten der reine Kérper gewonnen werden. 
Die Substanz wird mit 60 ccm 12 proz. HCl ausgekocht, die Lésung noch 
warm in ein Becherglischen von dem dunkleren Ol abgegossen oder ab- 
filtriert. Der AbguB stellt alsbald eine milchige schwefelgelbe Fliissigkeit 
dar, welche meist noch kleine Mengen eines dunkelgelben Ols enthiilt. 
Dies sammelt sich, wenn man das Glas dfters leicht aufsté8t, auf dem Beden 
zusammen. Man gieBt die Fliissigkeit méglichst vollstiindig wiederholt von 
diesem ©] ab und stellt sie in den Eisschrank. Das reine m-Nitrophenol 
krystallisiert dann in ganz schwachgelben, fast weiBen Krystallen. Es 
wird abgesaugt und die Salzsiure durch wenig Wasser ausgewaschen. 
Befand sich noch etwas von dem dunklen Ol in der Mutterlauge, so findet 
man dieses als dunkelgelbe Krystalle wieder. Sie kénnen durch Auslesen 
tiale. Das beruht darauf, daB der von dem Farbstoff verbrauchte, der Platin- 
elektrode entnommene Wasserstoff beim staéndigen Durchstrémen standig 
ersetzt wird. Dies muB nachtriiglich auch als wahrer Grund dafiir an- 
gegeben werden, warum bei der p,-Messung einer Methylenblaulésung 
(Rona u. Michaelis, diese Zeitschr. 103, 23) stiéindiges Durchstrémen mit 
H, notwendig war. 

1) Bantlin, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 10, 524. 

*) Henriques, Liebigs Ann. 215, 323. 
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leicht entfernt werden. Der Rest des Atherriickstandes wird noch einige 
Male auf die gleiche Weise mit HCl ausgekocht und ebenso verarbeitet. 
Das reine Priiparat schmilzt bei 96°. Ausbeute an einem fast reinem Pri- 
parat (Fp. etwa 90°) 4,5 g. Das ganz reine Priiparat wurde in noch kleinerer 
.Ausbeute erhalten. Auf unsere Veranlassung wird das Priparat auch von 
Kahlbaum hergestellt. Dieses Priiparat enthilt aber noch groBe Mengen 
jener dunkelgelben Krystalle. Man lese zur Benutzung nur die ganz hellen 
aus. Um uns zu iiberzeugen, inwiefern dieses dunkelgelbe Nebenprodukt 
die Eigenschaften des Indicators stért, stellten wir uns dieses aus den 
Atherriickstinden dar. Diese wurden noch einige Male mit verdiinnter HCI 
ausgekocht und das zuriickbleibende braune (1 untersucht. Es erstarrt 
beim Abkiihlen zu einer rotbraunen Massse. Eine abgewogene Probe 
dieser Substanz wurde in einigen Tropfen Alkohol gelést und mit Wasser 
auf diejenige Verdiinnung gebracht, in welcher sonst das m-Nitrophenol 
verwendet wurde (0,3%). Es enstand eine sehwach gelbliche milchige 
Emulsion. Wurde diese als Indicator verwendet, in einer Konzentration, 
bei der die Triibung nicht mehr stérte, so verhielt sich die Lésung genau so, 
als ob sie noch einen kleinen Rest von echtem m-Nitrophenol enthielte. 
Der braune Kérper selbst ist somit sehr schwer léslich und hat ferner auf 
das Wasser nur ein duferst geringes fiirbendes Vermégen. Es verhilt sich 
nicht wie ein Indicator und wirkt daher, wenn er dem Nitrophenol in ge- 
ringen Mengen beigemengt ist, nicht stérend. Hieraus ergeben sich folgende 
Vorschriften, um das m- Nitrophenol auf seine Brauchbarkeit 
als Indicator zu priifen: Die 0,3 proz. wisserige Stammlésung wird 
5—10mal mit Wasser verdiinnt. Eine Probe dieser Verdiinnung mit 
einigen Tropfen von ™/,; primirem Kaliumphosphat (Sérensen) mub 
villig farblos sein, eine zweite Probe mit einigen Tropfen ™/,, sekundirem 
Natriumphosphat (Sérensen) muB (griinlich-)gelb werden, eine dritte 
Probe mit einigen Tropfen NaOH muB deutlich noch stirker (briaunlich-) 
gelb werden. 

Der letzte unserer Indicatoren ist m- Nitrobenzolazosalicyl- 
siure, den wir im folgenden kurz Salicylgelb nennen werden. Was uns 
veranlaBte, diesen Kérper zu versuchen, werden wir spiter auseinander- 
setzen. Wir entnehmen aus den Farbstofftabellen von Schultz und Julius, 
da8 dieser Kérper 1887 schon von Nietzki dargestellt wurde und unter 
dem Namen Alizaringelb GG. im Handel ist. Der Kérper wird dar- 
gestellt, indem man m-Nitranilin diazotiert und an Salicylsiure kuppelt. 
Als einfachstes Verfahren zur Darstellung kénnen wir folgende Vor- 
schriften geben. 6,9 g (1/.) Mol) m-Nitranilin wird in 11 ccm 9-n-Salzsiure 
und 200 com Wasser gelést, dazu etwa 30 g Eisstiickchen gegeben und nach 
gentigender Abkiihlung mit 3,5—4 g NaN NO,, gelést in 40 ccm Wasser, 
versetzt und auf 1 | aufgefiillt. Nach einiger Zeit wird diese Lésung all- 
wiahlich in eine Lésung von 6,4 g Salicylsiiure in 50 com 15proz. NaOH 
gegossen und die tieforangerote Lésung nach einiger Zeit filtriert, das 
Filtrat mit einem Uberschu8 von HCl versetzt und der gebildete hellgelbe 

Niederschlag nach dem Absetzen abgenutscht und mit H,O gewaschen. 
Der noch feuchte Niederschlag wird nochmals in Lauge gelést, mit Siure 
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gefallt, abgenutscht, gewaschen und getrocknet. Der Farbstoff bildet eine 
amorphe gelbe Masse, welche in starker Lauge je nach der Konzentration 
mit orange- bis rein gelber Farbe léslich ist. Beim Ansaiuren mit Essigsaiure 
geht die Farbe in eine schwach kanariengelbe iiber, in verdiinnter Lésung 
kaum merklich gefirbt. Durch Uberschu8 von HC! wird eine sehr verdiinnte 
Lésung vollig entfairbt, eine stirkere gibt einen schwach gelben flockigen 
Niederschlag. Offenbar ist die stark alkalische Lésung ein sekundires Salz, 
die hellgelbe ein primires und die farblose die freie Siure. Im strengen 
Sinne ist dieser Indicator daher kein einfarbiger, wir werden aber sehen, daB 
er praktisch als solcher benutzt werden kann. 

Alle diese Indicatoren sind jetzt durch G. Griibler (Leipzig) zu beziehen. 

Uber die Menge des verwendeten Indicators geben die 
Angaben §. 203 Auskunft. Fir die Wahl der Menge ist zu- 
nachst die Erreichung eines zur Farbvergleichung geeigneten, 
nicht zu starken Farbentons maBgebend. 


Die elektrometrische Messung. 


Die Messung wurde mit einer Elektrode mit strémendem 
Wasserstoff ausgefiihrt. Wir benutzten dazu ein Modell, welches 
der eine von uns (M) schon seit langerer Zeit benutzt und sich 
fiir alle Flissigkeiten, bei denen Durchstrémung mit Wasserstoff 
gestattet ist (also CO,-freie Fliissigkeiten oder Flissigkeiten mit 
Py = 5) so praktisch erwiesen hat, daB 
wir sie, obwohl an guten Elektroden 
kein Mangel ist, an dieser Stelle doch 
beschreiben wollen. 

Die Elektrode (Abb. 1) besteht 
aus einem starken Platindraht, der an 
dem eingeschliffenen Glasstopfen D be- 
festigt ist. Dieser ist oben hohl und mit 
Quecksil ber gefiillt, als Kontakt fiirden 
Ableitungsdraht. Die Elektrode wird in 
der Weise gefiillt, daB man die Offnung 
A in die Lésung taucht und von der 
Offnung B her bei passender Stellung der Glashahne ansaugt. Das 
Rohr C wird luftblasenfrei mit derselben Lésung gefiillt; Wasser- 
stoff wird bei A eingeleitet, bei Babgeleitet, am besten in ziemlich 
lebhaftem Strom, etwa 2 Minuten lang. Die Fiillung des bira- 
férmigen GefiBes mit der Flissigkeit ist am giinstigsten ein 
wenig héher als in der Zeichnung angegeben. Nach Wasserstoff- 
durchstrémung schlieBt man erst Hahn B, dann A und 6ffnet C. 





Abb. 1. 
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Die Ableitung geschieht mit einem zu einer Spitze ausge- 
zogenen Glasheber, der mit KCl-Agar gefiillt ist (40 g KCI, 
100 g Wasser, 3g Agar werden verkocht und zur Fillung des 
Hebers benutzt). Das andere Ende des Agar-Hebers taucht in 
gesattigte KCl-Lésung, in die auch die Ableitungselektrode 
taucht. Nunmehr liest man sofort das Potential ab, wieder- 
holt dann die Wasserstoffdurchstrémung noch einige Male je 
eine halbe Minute lang bis zur Konstanz des Potentials. Die 
Hohe des abgebildeten GefiBes betrigt 11 cm. (Es wird von 
Bleckmann und Burger, Berlin, Auguststr. 3a angefertigt.) 


Die colorimetrische Messung. 


Fir die colorimetrische Messung miissen wir zuniichst die 
Frage nach der Herstellung der colorimetrischen Vergleichslésung 
erértern. Diese soll so beschaffen sein, daB der Farbstoff seine 
maximale Farbstarke hat, sie soll also méglichst stark alkalisch 
sein. Dies darf jedoch nicht tibertrieben werden. Durch ganz 
starke Lauge erleiden naimlich alle diese Farbstoffe allmiahlich 
irreversible chemische Anderungen. Die Nitrokérper werden 
dunkler, das Phenolphthalein heller. Die hierzu angestellten Ver- 
suche ergaben folgendes. p-Nitrophenol in gleicher Menge war 
in n-NaOH dunkler als in "/,.,-NaOH, und zwar verhielten sich 
die Farbstairken in zwei Versuchen wie 1: 0,91 resp. 1:0,92. Bei 
einem Versuch mit n- und ®/9.-NaOH war das Verhiltnis 1: 0,92. 
Ahnliche Werte ergaben sich fiir «-Dinitrophenol. Bei n- und 
2/,9-NaOH erhielten wir Verhiltniszahlen wie 1:0,91; 1: 0,96; 
1: 0,84; bei n- und /,-Lauge 1: 0,80 und 1:0,91; immer die 
n-Lésung starker gefairbt; in "/,9- und "/39-NaOH waren die 
Farben einander gleich. Es scheint also tatsichlich durch Laugen 
von In an eine sekundire Verfirbung einzutreten. Es sei aber 
in Anbetracht der friiheren theoretischen Erérterungen aus- 
driicklich hervorgehoben, daB dies eine (irreversible) Wirkung der 
Hydroxyl- und nicht der Natriumionen ist. Denn als wir gleiche 
Mengen von p-Nitrophenol in "/;,-NaOH mit und ohne 1 n-KCl 
untersuchten, fanden wir sie gleich; genauer: dasjenige mit Salz 
heller, und zwar im Verhiltnis 1: 0,97, mit «-Dinitrophenol war 
jenes mit Salz dunkler im Verhiltnis 1:0,95; Abweichungen, 
welche in diesem Gebiet der Colorimetrie (vgl. unten) sicher inner- 
halb der Fehlergrenzen fallen. 
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Beim Phenolphthalein herrschen ganz andere Verhiltnisse. 
Dieses wird dureh starke Laugen, wie bekannt, abgeblaBt. 
Der Grund dafiir ist zunichst die Bildung der schon mehrfach 
beschriebenen?) dreiwertigen ungefirbten Salze, aber auBerdem 
eine irreversible chemische Verainderung. Die Geschwindigkeit 
dieser Farbinderung ist aber erst bei sehr hoher OH-Konzen- 
tration praktisch von Belang. Bei "/,..-NaOH bemerkt man 
in Zeiten, welche fiir die Versuchsanordnung in Betracht kommen, 
innerhalb der Fehlergrenzen der Colorimetrie noch nichts von 
dieser Verinderung. Die [OH’] ist aber mehr als hinreichend, 
um die maximale Farbstirke zu erreichen. Als wir nun unter- 
suchten, wie es sich bei diesem OH-Gehalt mit der Salzwirkung 
verhalt, stellte es sich heraus, daB genau dieselbe allmahliche 
Abblassung, die starke Laugen hervorrufen, auch in "/19)-Lauge 
zustande kommt, wenn wir 1n-KCl zusetzen. Die Verhiltnis- 
zahlen waren z. B. bei ®/;9-NaOH 1:0,93, 1:0,91. Um das 
Allmahliche des Abblassens zu demonstrieren, untersuchten wir 
eine Probe sofort, nach 10 und nach 20 Minuten, wobei folgende 
Zahlen erhalten wurden: 1:0,98; 1:0,84; 1:0,75. Da8 aber 
der maBgebende Faktor auch hier die Lauge war, bewiesen wir 
dadurch, daS zwei Proben im Ubergangsgebiet (pq = 9,84) 
mit und ohne 1n-KCl dasselbe Verhiltniszahl darboten (1: 0,76) 
sowohl im. Beginn, als auch spiter untersucht. Als praktisches 
Ergebnis dieser Versuche ist zu folgern, daB sowohl eine ®/,99- 
NaOH-haltige Vergleichslésung, wie auch Fliissigkeiten mit py 
innerhalb des Ubergangsgebiets, sogar dann, wenn sic Salze ent- 
halten, fiir die Colorimetrie als gut haltbar in ihrer Farbstirke 
zu betrachten sind. Nur fiir die m-Nitrobenzolazosalicylsiure 
mu man eher eine etwas stiirkere Lauge, etwa 1/,,n, wahlen, um 
sicher maximale Farbstirke zu erhalten. 

Die colorimetrischen Messungen wurden in folgender Weise ausgefiihrt. 
Zu 10 ccm der Pufferlésung wurde 1 ccm der Indicatorlésung in geeigneter 
Konzentration zugefiigt. Dann wurden 10 ccm ¥/,99-Lauge mit 1 ccm Indi- 
kator versetzt und diese mit genau gbgemessener Menge "/,5-Lauge so weit 
verdiinnt, bis die Farbstirke zunichst angenihert die gleiche war, wie in 
der Pufferlésung; die genaue Beurteilung der Farbstiirke wurde in einem 


Colorimeter nach Duboseq durchgefiihrt. Es wurden zunichst eine Reihe 
Ablesungen gemacht, dann die Trége gewechselt, nochmals in gleicher An- 


1) P. A. Koberu. J. Th. Marshall, Journ. of the Amer. Chem. soc. 34, 
1424, 1912. 
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zahl abgelesen, sodann von allen Werten das Mittel genommen. Spiiterhin 
benutzten wir nicht das Colorimeter, sondern stellten mehrere Vergleichs- 
réhrchen mit der Lauge und fein abgestufter Farbstoffmenge her und .; 
suchten das genau farbgleiche Réhrchen aus dieser Reihe heraus. Ab- s 
stufungen des Farbstoffgehaltes von 10% des Gesamtwertes gestatteten 
noch eine schitzungsweise Interpolation. Wir méchten diese Methode der- 
jenigen mit dem Colorimeter noch vorziehen. Die Tabellen zeigen die Er- 
gebnisse in praktisch salzfreien wie in salzhaltigen Lésungen. Die Disso- 
ziationskonstanten, die sich aus den einzelnen Messungen ergeben, sind ae 
in der letzten Columne verzeichnet. p, bedeutet —log K. Die erhaltenen 
Werte stimmen mit denen in der Literatur, soweit sie vorhanden sind, 
gut tiberein. In den Versuchen mit Salzzusatz bedeutet p, den schein- 
baren, durch die Salzverschiebung erzeugten Wert (s. das Kapitel: 
Theorie des Salzfehlers). Die Messungen werden alle bei 17—18° aus- 
gefiihrt, 
















Tabelle II. 

B-Dinitrophenol (OH : NO,: NO, = 1:2: 6). 
Die letzte Spalte ist berechnet nach k = h- TF: ebenso in allen 
folgenden Tabellen. F' bedeutet den Farbegrad. 
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3 
i gs § | Oe 
Konzentration | gs ; » |$43 . 
des Indicators | — PEE Pe $55 Pa| F | Pe 4 
| Moe] 8 8 4 
1/, d. gesitt. Lésung | HCl ~- — — /|2,10|0,028|3,64, ¢ é 
V/s * (CH,COOH — | — | — |2,41/0,048/3,71] 6.9 + 
"ho ” | ” 7 — b rec 2,41 0,05 3,64 113 i 
‘ho " | » | — | — | — |287j013 |3,70)83 t 
"19 ” : ” Gee — — |8,37/0,37 |3,60]§ 53 4 
ho " Re — | — | — [887/053 |jsg2}3"" 4 
“10 ” | Acetat | "um | — | — /4,10/0,70 |3,737& : 
"io * ‘Essigsiure)} — | NaCl| 0,5n |2,37/0,060/8,57 : 
Mao ri | Acetat | %o | ,, | 0,5n |3,51/0,575/8,59 2 
1/59 ” | ” "/« ” 0,85°/5 3,00 0,225 3,50 
| 20 ” } ” “ 40 ” 0,85°, 0 3,31 0,343 8,60 i 
1/59 nn | nn ™/ 400 KCl . n 3,02 0,35 8,29 ‘ 
"/e9 ” | Essigsdure ar " 0,5n 3,52 0,56 8,40 { 
"ho | HCl CaCl, | 1,2 m |0,69/0,01 | 2,69 if 
"Yio ” Ree — | 4 | 1,2m/1,36/0,028) 2,97 ; 
"io ” \Essigsiure) — | ,, | 1,2m/1,98/0,075|3,08 y 
| + HCl iF 
"ho ” ” ges ” 1,2m 2,00 0,07 3,12 
Yio " Essigsiure) — | ,, | 1,2m/2,39/0,18 | 3,04 
*/10 ” | Acetat | "/ro00|} » | 1,2m|2,84/0,316/3,16 
"hq ” | ” ™/s00 ” 1,2 m 13,27 0,67 2,95 
"io ” ” "/100 ” 1,2 m '3,60 0,79 2,70 ei 
119 es ym | 4 11,2m/4,00110 | — 
wit) ” ” ™/99 ” 1,2 m |4,21/1,0 _ ¢ 
“10 ” Essigsiure|} — | ,, |0,6m 263/021 | — ; 
*ho ” ee — |Pepton| 1°/, |3,83/0,63 | — 
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7 2 3 & 6 6 
—_—> Pn 
Abb. 2. £-Dinitrophenol 1:2:6. 
+ ohne Salz -O- CaCl, 0,6 m 
re} KCl 05 m ) mee ° 1% Pepton 
-©O CaCl, 12m 
Ausgezogene Kurve fiir p; = 8,70, 
Tabelle III. 
«-Dinitrophend] (OH : NO,: NO, = 1:2:4). 
sc 
. = es : 8 E Pr 
ee Konzentration 823 £3 2 | he- 
bed des Indicators Patter EEE 3 ii Pu = rech- 
1/19 d. gesatt. Lésung || Essigsiure} — | — | —. |2,42/ 0,015) 4,22 S 
"a0 ” Acetat | "/00 | — | — | 3,48| 0,21 | 4,05 ~ 3 
in 3 */10 ” ” ”/ 90 = — 3,88 0,40 4,06 ra 
"Yo ” ” "/40 _ — |4,18/ 0,59 |4,01/ 3 
"ao " ” x, | — | — |4,57/ 0,80 | 3,97 = 
yo ” ” "a9 mane asd 4,94 0,88 4,07 af 
i i "ao " ” "/oo9 | KCl | 0,5n | 3,55) 0,28 |4,12 
i /10 " " ™/360 » | 0,5n |3,72/0,43 | — 
"ao ” Acetat | Jo | 4, | 0,5n |4,06/ 0,55 | 8,96 
: ho ” ” "/40 » | 0,5n | 4,12) 0,57 | 8,98 
: 10 ” » ™/s5 » | 0,5n |4,42/ 0,81 | 8,80 
"/ro n * x | 4 | 0,5n |4,53| 0,84 | 8,81 
"Vo " ” ™/s0 NaCl 0, 5°/o 2,98 0,10 ee 
io ” ” ®/00 KCl 1°/o 3,61 0,32 8,95 
i "ao ; Essigsiure| — | CaCl, 0,6 m | 2,16/ 0,027| 3,73 
“10 ” Acetat | "/yooo|} y, | 0,6 m | 2,85| 0,10 | 3,80 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
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Abb. 8 a-Dinitrophenol 1:2:4. 
+ ohne Salz. o KCl 0.14 m -O CaCl, 0,6 m. O- Optochin 2% 

& KCl 05m. oe X AICI, 006m. © Bucupinotoxin 1"/., 
Nach 05m. (© Na:80, 0,25 m. & Alc, 05m. A 80, 025 m. 
Ausgezogene Kurve: theoretisch berechnet ftir pz = 4,07, punktierte fir KCl 05m 

gestrichelte ftir CaCl, 0,8 m. 12* 
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Tabelle IV. 


















































Phenophthalein. 
ao = 
oi $33 D Fe Px 
Konzentration gs3 3 a 2 | (be- 
des Indicators || hic! ag ga | a Pa ‘2 | rech 
! Moagin | = | net) 
0,04°/o9 | Borat ™/59 — | — 8,47 | 0,015 |10,39 
0,04°/ oo i ws ne - — 8,75 | 0,056} 9,97 
0,04°/9 ‘. Sa —_ — 9,11 | 0,16 | 9,83 
0,04°/ 00 ” ” yseas sas 9,20 0,20 9,80 Nn 
0,04°/o9 ‘ * _ -- 9,37 | 0,30 | 9,73 mS 
0,04°/oo i i a — 9,50 | 0,40 | 9,68\ — 
0,04%o0 | » a _ — 9,70 | 0,52 | 9,66f = 
0,04%/oo | 4 s _ — 10,05 | 0,66 | 9,76] = 
0,04%. | , oi — | 10,43] 0,85 | 9,68) = 
0,04°/oo ” ” Fai mite 11,37 1,00 
0,04°/o9 i ee » |NaCl] 0O,5n 8,51 | 0,04 
0,04°/ oo | ma ‘ KCl 0,5n 8,86 | 0,14 
0,04°/o9 i ” "/100 ” 0,5n 8,93 | 0,17 
0,04°/59 | i Bley a 0,5n 9,84 | 0,73 
10 4. 
# l 
e ” 12 
es meen Ih 
Abb. 4. Phenolphthalein. 
+ oem > KCl 085% 
Okel 0,5 m. 
-O CaCl, 0,6 m. 


Ausgezogene Kurve = theoretisehe Kurve fiir », = 9,7, rechte gestrichelte Kurve: die 
praktische Abweichung von der vorigen; mittlere gestrichelte Kurve die praktische Kurve 
fir 0,5 m KCl; linke gestrichelte Kurve fiir 0,6 m CaCl,. 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
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Tabelle V. 
p-Nitrophenol. 
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Tabelle V (Fortsetzung). 






































a ;8s a - 

Konzentration 23% § : a3 E 

= of 

des Indicators sees = 3 E rt ET”) § Pu = 

= M58 | 8 s fe 
0,049 Phosphat | "/150 KCl ln 7,27 0,50 
0,014°/o9 - ®/s9 . ln 7,38 0,60 
1” /00 ” "/29 ” 0,5 n 6,67 0,25 
0,2°/o0 Re */s5 # 0,5n 7,07 0,43 
0,2°/00 * "lis a 0,5 n 7,38 0,56 
0,2°/o0 * "ys 0,5 n 7,86 0,79 

0,2°/oo Kakodylat! "/100 CaCl, | 0,6m 5,81 0,081 
0,014°/o9 i. ”/s00 " 0,6 m 6,07 0,12 
0,2°/oo ” "/60 ” 0,6 m 6,16 0,14 
0,014°/o9 i 8/199 mn 0,6 m 6,21 0,14 
0,014°/o9 a ™/190 ‘ 0,6 m 6,39 0,24 
0,014°/o9 ‘a ™/s00 + 0,6 m 6,59 0,29 
0,2°/o0 os 2/55 pe 0,6 m 6,64 0,39 
0,014°/o9 oe 2/500 Re 0,6 m 6,79 0,38 
0,014°/o9 a ™/s00 a 0,6 m 6,99 0,60 
0,2 /o9 ~ 2/59 Ks 0,6 m 7,04 0,58 
0,014°/o9 a ®/s00 . 0,6 m 7,19 0,63 
0,014°/o “ 2/19 Pepton 1% 6,70 0,30 
0,01 4°/o9 ” "/s0 ” 1% 7,14 0,54 
0,014°/o9 Acetat ®/99 Casein | 1°/, 5,57 0,027 
| 
9 





Abb. 56. p-Nitrophenol., Abscisse: p,, (elektrometrisch gemessen) Ordinate: Farbgrad. 

+ diinnes Phosphatgemisch, Kationengehalt ca. %/:s [XJ stérkeres Phosphatgemisch, 

Kationengehalt etwa /, © Kakodylatpuffe. 4 KCl05m. -O CsCl, 06m. 
© 1% Pepton. 


Ausgezogene Kurve = theoretisch berechnet fiir pz; = 7,18. Die punktierte Kurve ist 
schitzungsweise die Kurve bei Gegenwart von 0,5m KCI; die gestrichelte die fir 0,6m CaCl, 
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Tabelle VI. 
m-Nitrophenol. 
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Abb. 6. m-Nitrophenol. 
+ ohne Salz. -O CaCl, 0,6 m. 


& KCl 05 m. © Nacl 05 m. 


o NaCl 0,85%. 
Ausgezogene Kurve fiir px = 8,36. 
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Tabelle VII. 
m-Nitrobenzolazosalicylsaure. 
‘Kensesteihion Puffer- | Konzentr. wd 


des Indicators 


: d.Kationen| Px 
gemisch idemselben| ¢lektrom. 


REE 
colorim. berechnet *) 






































1/49 d. Stammlésung || Glykokoll ™/s5 9,60 0,11 (10,95) 
*/ro " Borat ™/s9 9,75 0,14 (10,84) 
"a0 ” a "Mas 9,83 0,11 11,18 
0 me Glykokell ™/s5 10,30 0,17 11,22 
"ho " Borat ™/s 10,36 0,21 11,11 
"10 n . "hh. 10,51 0,28 11,04 
ho " " ™his 10,56 0,33 10,98 
"ro ” Glykokoll ™/s5 10,61 0,30 11,09 
"yo " Borat a 10,76 0,38 11,06 
*he ” ” ™/99 10,94 0,38 11,25 
he i Glykokoll | ™/, 10,94 0,43 11,14 
Mh ” ” m/s 11,16 0,50 11,24 
Iho a * m/s 11,53 0,69 11,23 
"ho ” Borat ™/s5 11,77 0,82 11,15 

- Mittel : 11,14 

* y 3 — . Rt Fe rl 
) Nach der Formel: h=k F—007 (s. S. 185). 
10 
o l L | lL 
9g 10 77 12 73 
ce J» 
Abb. 7. m-Nitrobenzolazosalicylsaure. 
+ Borat. 
O Glykokoll. 


Die Kurve ist nach der unter Tabelle VII angegebenen Forme! berechnet, fiir pz = 11,14. 
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Versuche mit Salzzusatz wurden mit diesem Farbstoff nicht 
angestellt. 

Was den Salzfehler betrifft, so sehen wir zunichst, daB er 
fiir verschiedene Indicatoren verschieden groB ist. Fiir die prak- 
tisch wichtigen Konzentrationen, nimlich physiologische Salz- 
lésung und 0,5n (etwa Meerwasserkonzentration) sind die aus 
diesen Versuchen sich ergebenden Mittelwerte in der Tabelle XXII 
(S. 207) zusammengestellt. Besonders angenehm ist es, daB die 
beiden Indicatoren, welche das biologisch wichtigste Gebiet um- 
fassen, (p- und m-Nitrophenol) einen sokleinen Salzfehler haben, daB 
er fir physiologische Salzlésungen ohne Bedenken vernachlassigt 
werden kann. Wir méchten noch hinzufiigen, daB auch genuines 
Serumalbumin sowie Peptone (Nihrbouillon) wie auch Casein 
und Gelatine fiir diese Indicatoren in der Regel keine meBbaren 
Fehler machen. 

Zweitens sehen wir aus diesen Kurven, da8B die durch die 
zweiwertigen Ca-Ionen hervorgerufenen Salzfehler mit dem pg 
ein wenig variieren. Die Kurven des Farbgrades bei Gegenwart 
von Ca, welche gestrichelt gezeichnet sind, verlaufen sichtlich 
nicht ganz parallel den urspriinglichen. 

In den Versuchen sind auch einige Stichproben fiir Salze 
angegeben worden, bei deren Kationen man eine gréfere Bin- 
dungsfaihigkeit an den Farbstoff vermuten konnte (Optochin 
und Eucupinotoxin). Diese rufen, wie dies nicht anders erwartet 
werden konnte, viel gréBere Salzfehler hervor. 

Derartige Kérper werden in Zukunft vielleicht geeignet sein, um die 
friiher entwickelte Theorie der Dissoziation von Séuren bei Gegenwart von 
Salzen besser zu studieren, weil die Ausschliige viel gréBer sind als bei ge- 
wohnlichen Salzen. Fiir die Zwecke dieser Arbeit geniigt aber dieser Hin- 
weis. Die Theorie des Salzfehlers wird im folgenden Abschnitt abgehandelt 
werden. 

Eine besondere Besprechung erfordert zundchst das Phenolphthalein. 
Dies ist der einzige einfarbige Indicator, bei dem der Dissoziationszu- 
stand auf einer mit der unseren vergleichbaren colorimetrischen Weise 
quantitativ schon friiher gemessen worden ist. 

Hildebrand bestimmte unter Benutzung eines Spektrophotometers 
die Dissoziationskonstante des Phenolphthaleins und fand, daB man sie bei 
verhaltnismaBigem Uberschu8 von NaOH gut bestimmen kann (1,7-10~ ?). 
Bei weiterer Abnahme der NaOH zeigte diese Konstante jedoch einen 


Gang. Dies wurde von Wegscheider folgendermafen gedeutet. Phenol- 
phthalein bildet farblose einbasische Salze, erst die zweibasischen Salze 
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sind rot. Diese verschiedenen Salze wurden von Kober und Marshall?) 
dargestellt. Sie unterscheiden farblose einbasische, rote zweibasische und 
farblose dreibasische Salze. 

Bei der ,, Vergleichslésung‘‘ in unserem Sinne darf man daher 
beim Phenolphtalein nicht eine so starke Laugenkonzentration 
nehmen, daB sich etwas von dem dreibasischen Salz_ bildet. 
Eine 0,0l-normale Natronlauge ist die empfehlenswerteste Kon- 
zentration. Da nun die Existenz farbloser einbasischer Salze 
ebenfalls eine Abweichung von der gewéhnlichen Dissoziations- 
kurve in dem ganz schwach alkalischen Gebiet hervorruft, so 
kann man die fir die gewdhnlichen Indicatoren geltenden For- 
meln und Diagramme zur Bestimmung von py, nicht anwenden. 
Abb. 4 zeigt, wie die Kurve in ihrem unteren Teil von der 
theoretischen Kurve mehr und mehr abweicht. Die Werte sind 
aber gut reproduzierbar, fiir die Salzfehler gilt ahnliches, wie 
fiir die anderen Indicatoren. Die Beziehung zwischen dem 
Farbegrad und py, wird daher am einfachsten auf Grund der 
empirischen Kurve (Abb. 4) durch eine Tabelle (S. 206, Tab. XX) 
wiedergegeben, welche bei der praktischen Anwendung fiir Phenol- 
phthalein benutzt werden muB. Der Umstand, daB die Kurve 
fir Phenolphthalein unten steiler als gewéhnlich verliuft, bewirkt, 
da8 das Anwendungsbereich des Phenolphthalein nach der sauren 
Seite zu etwas enger ist, als bei den anderen Indicatoren. Das 
schadet aber nichts, weil das fehlende Gebiet vom m-Nitrophenol 
gut iiberspannt wird, und andererseits ist eine Versteilerung der 
Kurve fiir die Empfindlichkeit sogar von Vorteil. 

Aus den noch keinen Gang zeigenden Werten ergibt sich 
P, = 9,72.. Der entsprechende Wert von Wegscheider ist 9,75, 
von Hildebrand 9,77. 

In der Literatur finden sich Angaben, daB schon wenig Alkohol 
die Farbtiefe des Phenolphthaleins stark beeinflusse*). Diese 
Autoren arbeiteten nun immer mit einem Puffer von NH, 
+ NH,Cl. Die Beobachtung an sich kann leicht bestatigt werden. 
In anderen Puffern (Borat, Glykokoll) ist die Wirkung des Alko- 
hols auf den Farbgrad des Phenolphthaleins aber viel geringer. 
Man kann daraus schlieBen, daB die Wirkung des Alkohols sich nicht 


Le. 
*) Hildebrand, 1. c.; Me. Coy, Amer. Journ. 31, 508. 1904; siehe 
auch Bjerrum, Theorie d. alkalim. usw. Titration, lL. c., 8. 36, 
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allein auf das Phenolphthalein erstreckt, sondern, da8 der Alkohol 
die Dissoziationskonstante des NH, stirker beeinfluBt als die 
der Grundsubstanzen anderer Pufferarten. Wir glauben nicht, 
daB die bei unserer Versuchsanordnung, bei der wir von alko- 
holischen Stammlésungen des Phenolphthaleins ausgehen, und 
bei der eine definitive Alkoholkonzentration von héchstens etwa 
3% entsteht, ein merklicher Fehler entstehen kann, zumal diese 
Alkoholkonzentration stets annihernd die gleiche ist. 

Ferner muB das Salicylgelb besonders besprochen werden. 
Was uns veranlaBte, diesen Kérper darzustellen und in ihm das 
fehlende Glied unserer Indicatorreihe zu suchen, war folgendes. 
Unter den von Sérensen empfohlenen Indicatoren des stark 
alkalischen Gebiets befindet sich p-Nitrobenzolazosalicylsiure 
(Alizaringelb R), brauchbar von pg = 10,1 bis 12,1. Dieser Farb- 
stoff ist in stark alkalischer Lésung rot und geht bei Ansiuerung 
durch eine gelbe Zwischenstufe in farblos tiber. Da nun beim 
Nitrophenol die p-Verbindung eine viel tiefere Farbekraft hat, 
als die m-Verbindung, so durfte etwas Analoges auch fir die 
Nitrobenzolazosalicylsiure erwartet werden. Das bestiitigte sich. 
Die tiefrote Farbe der 2. Dissoziationsstufe der p-Verbindung ist 
bei der m-Verbindung nur gelb, und die gelbe Farbe der 1. Stufe 
geht in ein unscheinbares Hellgelb zuriick, so da8 der Indicator 
nahezu wie ein einfarbiger behandelt werden kann. Jedenfalls 
haben wir den Vorteil, daB die 1. Dissoziationsstufe in ihrer 
Nuance mit der zweiten bei entsprechender Verdiinnung so gut 
tibereinstimmt, da die Colorimetrie nicht wesentlich durch 
eine Anderung der Nuance gestért wird. Nur ist die untere Grenze 
des Indicators bei py < 10 nicht eine farblose Stufe, sondern 


eine hellgelbe Stufe, welche sich von der maximalen Farbung © 


kaum in der Nuance unterscheidet, sondern nur dadurch, da8 
ihre Farbtiefe 0,07 der maximalen betrigt, wie die Farbverglei- 
chung zeigte. Eine einfache Berechnung ergibt fir diesen Fall 
Pg oe 

F — 0,07’ 

wo k die Dissoziationskonstante der 2. Stufe bedeutet. Diese For- 
mel kénnen wir benutzen, um aus der Farbgradkurve k zu berech- 
nen. Es ergibt sich p, = 11,14. In der Praxis werden wir py 
nicht nach dieser Formel berechnen, sondern geben hierfiir eine 
Tabelle. (Tab. XXI, S. 206). 
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Es ist interessant, da8 unter den einbasischen Indicatorsiuren kein 
Indicator gefunden werden konnte mit einer kleineren Konstante als 
m-Nitrophenol. Es sei noch erwihnt, daB o -Vanillin als Indicator fast 
die gleichen Eigenschaften wie m-Nitrophenol hat, es hat aber keine Vor- 
teile vor diesem. Sehr ahnlich ist auch Protocatechualdehyd, der 
sich aber in alkalischer Lésung bald verfirbt. Um Indicatoren mit noch 
schwacheren Saéurekonstanten zu erhalten, mu8 man in das Molekiil ein 
weiteres stirkeres Siureradikal zufiigen, z. B. COOH; dadurch wird die 
saure Natur der OH-Gruppe, welche nunmehr erst in der 2. Dissoziations- 
stufe zum Vorschein kommt, herabgedriickt. Ist diese 2. Stufe die ge- 
farbte und die erste ganz oder nahezu farblos, so erfiillt der Indicator die 
geforderten Bedingungen. Nach diesem Prinzip ist von unseren Indi- 
catoren Phenolphthalein und Salicylgelb konstituiert. 


Der Anwendungsbereich der Indicatoren. 


Theoretisch ist jeder Indicator fir jede beliebige h brauch- 
bar, aber praktisch ist dem Anwendungsbereich eine obere und 
untere Grenze gesetzt. Die eine Grenze ergibt sich dadurch, daB 
die Annaiherung an die maximale Farbstirke asymptotisch er- 
folgt; die Dissoziationskurve verliuft hier praktisch horizontal 
und die Farbtiefe wird praktisch unabhangig von der h; aber 
schon ein Stiick vor dem horizontalen Kurvenaste ist die Messung 
ungenau. Ein Fehler in der colorimetrischen Abschitzung der 
Farbe von‘nur 5% kann einen Fehler im pg von 0,2—0,3 ergeben. 
Je mehr wir uns dem mittleren schragen Teil der Kurve nahern, 
um so geringer werden die Fehlergrenzen. In der Mitte der Kurve 
bewirkt ein colorimetrischer Fehler von 5% einen Fehler im pg 
von etwa 0,1. In der Gegend der Dissoziationskurve, wo sie ihre 
untere Kriimmung hat, bewirkt der gleiche Fehler einen Fehler 
im Pg von héchstens 0,05. Im weiteren Verlauf, wo die Kurve 
wieder horizontaler wird, wird sie im Gegensatz zu ihrem 
oberen horizontalen Ast noch besser brauchbar. Fir einen Farbe- 
grad von 0,01 wiirde ein Fehler von 5% einen Fehler im pg von 
etwa 0,02 bedeuten, und fir einen Farbegrad von 0,001 ist der 
Fehler eher noch kleiner. Jedoch wird dieses extreme Gebiet 
(F < etwa 0,003) aus einem anderen Grunde praktisch unbequem. 
Um fiir das Auge bequeme Farbstiarken zu erreichen, miBte man 
sehr groBe Farbstoffmengen anwenden. Hierin ist man aber aus 
verschiedenen Griinden beschrinkt. Erstens sind die meisten 
Indicatoren in ihrer undissoziierten Form nur beschrankt wasser- 
léslich, ferner lauft man Gefahr, durch allzu reichlichen Zusatz die 
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zu messende h selbst zu andern. Auf diese Weise ergibt sich als 
wirklich brauchbares Anwendungsgebiet jedes Indicators der Be- 
reich von py zwischen den Farbgraden 0,01 und 0,8, oder mit an- 
deren Worten zwischen py = p, — 2 und py = p, + 0,3, wo p, 
den negativen Logarithmus der Dissoziationskonstante des 
Indicators bedeutet. Oft ist auch ein Farbegrad unterhalb 0,01 
noch sehr gut anwendbar. Das wirklich brauchbare Gebiet jedes 
Indicators umspannt demnach mehr als 2 Zehnerpotenzen. Am 
genauesten ist die Zehnerpotenz zwischen p, — 2 und p, —1. 
Auf diese Weise ergeben sich als bestes Anwendungsbereich die 
oben in der Tabelle (S. 169, Tab. I) angefithrten Werte. 
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Ill. Theorie des Salzfehlers der Indicatoren. 


Die bisherige Theorie hat zur Voraussetzung, daf andere 

Ionen, auBer denen des Indicators und den H-Ionen in der Lé- 

sung nicht oder jedenfalls in einer nicht wirksamen Konzen- 

tration vorhanden sind. Trifft diese Bedingung nicht zu, so 

zeigen sich Abweichungen von der Theorie. Diese sind es offenbar, 

welche man unter dem allgemeinen Begriff des Salzfehlers zu- 

sammenfassen kann. Die Theorie des Salzfehlers hat ein Interesse, 

welches weit tiber dem Rahmen der Indicatorfrage hinausgeht. 

Die groBe biologische Bedeutung dieser Erscheinung soll uns 

Veranlassung sein, die Theorie des Salzfehlers genauer zu erértern. 

Wie schon Bjerrum!) hervorgehoben hat, sind von vornherein 

zwei Méglichkeiten vorhanden, um den Salzfehler zu erkliren. 

Entweder kann man annehmen, daB der Indicator mit dem 

Kation eines hinzugefiigten Neutralsalzes teilweise undissoziiertes i 

Salz bildet, d.h. mit anderen Worten, da8 das Salz den Gleich- é 

gewichtszustand der. verschiedenen Modifikationen des Indi- 

cators verschiebt. Oder man kann annehmen, da8 ein Neutral- ; 

salz die Dissoziationskonstante des Indicators verindert. Eine : 

. dritte Méglichkeit kommt nur fiir kolloide Indicatoren in Be- b 
tracht: Anderung des Dispersititsgrades durch die Salze. 

I. Erértern wir zunichst die erste Méglichkeit. Welcher Art 

die Verschiebungen des Gleichgewichtszustandes des Indicators 

in diesem Falle sind, dariiber geben die theoretischen Unter- 






EE ME Sei on eNO 






re 


Sty AMIN Rs 6 ee BER RR 














settee 






Ig ey ay 
















1) N. Bjerrum, Die Theorie der acidi- und alkalimetrischen Ti- 
trationen. Stuttgart 1914. 
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suchungen von Michaelis') Aufschlu8. Wenn wir aus diesen 
theoretischen Untersuchungen das herausheben wollen, was fir 
uns von Wichtigkeit ist, so kénnen wir das folgendermaBen zu- 
sammenfassen : 

a) Fir den Salzfehler darf maBgeblich sein nur das Kation 
des zugefiigten Salzes, wenn der Indicator eine Siure ist. (Ist 
der Indicator eine Base, so ist es umgekehrt das Anion des Salzes.) 
Die Natur oder Wertigkeit des Anions mu8 ganz belanglos 
sein. 2. Ist das fremde Kation einwertig und wird es in kon- 
stanter Konzentration gehalten, wahrend die h durch schwache 
Pufferlésungen variiert sind, so besteht sein Einflu8 auf die 
Dissoziationskurve ausschlieBlich darin, daB es dieselbe horizontal 
verschiebt. 


Bezeichnen wir den numerischen Wert der Abszisse fiir die Ordinate 0,5 
als den Parameter der Dissoziationskurve, so ist bei Abwesenheit von 
Salzen dieser Parameter gleich der Dissoziationskonstante der Siure. Der 
Parameter der durch Salze verschobenen Kurven hat eine andere Bedeutung, 
welche sich folgendermafBen ergibt. Ohne Salze gilt die Beziehung. 

1 


o= 


ak 
1 


anvl—@= aes (I) 
1+ e 
Bei Gegenwart von Salzen mit einwertigem Kation gilt die Beziehung 
kyh 
a 7 re 
wo k, die Dissoziationskonstante der Séure, k, diejenige des Salzes dieser 
Saéure mit dem Kation, i die Konzentration der freien Kationen des zu- 
gefiigten Salzes bedeutet. Dies kénnen wir umformen in 
1 
-r kei 
Lt F ( +1) 


a=l-—o= o. 


eR in el 
t 
Die Gleichungen I und II unterscheiden sich also nur dadurch, da8 
die konstante Grofe k, (in I) ersetat ist durch die Grofe k, (* +1). 
ZI 


Diese GréBe stellt also den Parameter der Kurven bei Salzgegenwart dar. 








(II) 


1) Michaelis, Diese Zeitschr. 103, 225. 1920 
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Somit kénnen wir auch die Dissoziationskonstante k, berechnen. Wir 
lesen den Abszissenpunkt fiir die Ordinate 0,5 ab, betrachten diesen Wert 
als negativen Logarithmus einer GréBe qg, alsdann ist 
q= kale + 1) oder 
k, = iE ) (III) 

Wir wollen die Rechnung hier an einem Beispiel durchfiihren. Fiir 
«-Dinitrophenol ergibt sich (s. Abb. 3) bei Abwesenheit von Salzen 
. Px= 4,07, also k, = 8,5-10-5. Bei Gegenwart von 0,5 m KCl (i = 0,5) 

ergibt sich p, = 3,87, also q = 1,35- 10-4. Folglich nach (III) 
ea 8,5 -10-5-0,5 
1,35 -10-* — 8,5- 10-5 

Dieser Wert wiirde natiirlich der Wirklichkeit blo8 in dem Falle ent- 
sprechen, wenn die Verschiebung der Kurve ausschlieBlich auf Salzbildung 
beruhen wiirde, was, wie wir sogleich sehen werden, -nicht zutrifft. Wir 
wollten bloB zeigen, wie die Rechnung gegebenenfalls zu fiihren ist. 

b) Ist nun das fremde Kation zweiwertig, so besteht nach 
Michaelis!) der Einflu8 derselben nicht in einer einfachen 
Horizontalverschiebung, sondern die Kurve wird gleichzeitig 
versteilert, oder mit anderen Worten, der Salzfehler ist bei einer 
gegebenen Konzentration dieser Kationen nicht konstant, son- 
dern er wird mit steigendem py gréBer. 

II. Die zweite Méglichkeit der Erklarung des Salzfehlers be- 
steht darin, daB man dem Salz einen Einflu8 auf die Dissoziations- 
konstante des Indicators zuschreibt. Diese Auffassung wird nahe- 
gelegt durch Untersuchungen von Arrhenius’), welcher zeigte, 
daB die Dissoziationskonstante schwacher Siuren durch Neutral- 
salze vergréBert wird. Diese Annahme von Arrhenius er- 
scheint nun durch die neue Ionenaktivititstheorie von Niels 
Bjerrum*) in einem neuen Licht. Bjerrum hat die Theorie, 
aufgestellt, daB die sog. ganz starken Elektrolyte in allen Kon- 
zentrationen immer praktisch total dissoziiert sind und daB 
ihre scheinbare unvollkommene Dissoziation auf einer fehler- 
haften Deutung von Zahlen beruht, die man aus Messungen der 
Leitfaihigkeit, des osmotischen Druckes und der elektromotorischen 
Kraft erhalten hat. Das folgt schon daraus, daB der Dissoziations- 





k, = 0,85 . 


1) Michaelis, Diese Zeitschr. 106, 83. 1920. 

*) Arrhenius, Zeitschr. f. physikal. Chemie 31, 197. 1899. 

8) Bjerrum, Zeitschr. f. Elektrochemie 24, 321. 1918. — Meddelande 
frin k. vetenskaps Akad. Nobelinst. 5, Nr. 5. 1919. 
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grad einer gegebenen Salzlésung sich aus jeder dieser drei Me- 
thoden verschieden berechnet. Bjerrum nimmt an, da$ die 
aktive Masse eines Ions infolge elektrostatischer Einfliisse ge- 
ringer ist als die eines unelektrischen Molekiils bei gleicher 
Konzentration. Unter aktiver Masse soll dabei verstanden 
werden diejenige Masse, welche man bei chemischen Gleich- 
gewichtsrechnungen in die Formel des Massenwirkungsgesetzes 
und bei Potentialmessungen in die Nernstsche Formel einzu- 
setzen hat. Um aus der wahren Konzentration eines Ions ¢ seine 
aktive Masse é zu erhalten, mu8 man i mit dem Aktivitaitsfaktor 
F,, multiplizieren, welcher in der Regel < 1 ist. Die GréBe von 
F, wird bestimmt durch die Natur des Lésungsmittels, des be- 
treffenden Ions, durch seine Konzentration, seine Wertigkeit, 
sowie durch Konzentration und Wertigkeit der anderen in der 
Lésung befindlichen Ionen. 

Aus dieser Theorie wiirde zunichst folgen, daB auf die 
Indicatorsiuren nicht nur die simtlichen noch in der Lésung 
befindlichen Kationen von EinfluB8 sind, sondern auch die Anionen. 
Auch nach dieser Auffassung ergibt sich eine Verschiedenheit 
der Wirkung der Ionen je nach ihrer Wertigkeit. Zweiwertige 
Ionen sind viel stiirker wirksam als einwertige. Es folgt aus der 
Theorie ferner folgendes. Halten wir ein beliebiges Neutralsalz 
auf konstanter Konzentration, gleichviel ob es nur aus ein-, nur 
aus zweiwertigen oder aus verschiedenwertigen Ionen besteht, 
waihrend wir h durch schwache Puffergemische variieren, so kann 
der Einflu8 des Salzes auf den Dissoziationszustand des Indicators 
nicht von pg abhingig sein’). 

1) Diese Beziehung ergibt sich wie folgt. Das Gleichgewicht der 
Dissoziation des Indicators wird nach folgendem Massenwirkungsgesetz 
geregelt: 


et .¥, (1) 


x 


wo « die Konzentration der undissoziierten Indicatormolekiile, «’ und h’ 
die aktive Masse der Indicatoranionen resp. Wasserstoffionen bedeutet. 
Nun ist nach dem Friiheren 
a’ = Fa’. (2) 
Aus (1) und (2) ergibt sich 
‘ Bite 
A = F, . ry ’ 


Pr=Mh +o + logF, 
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Beide Auffassungen stimmen also carin itiberein, da 
Neutralsalze mit einwertigen Kationen einen vom pg unab- 
hangigen Salzfehler geben miissen. Sie weichen aber voneinander rH 
ab, sobald mehrwertige Ionen im Spiel sind. Aus der ersten Theorie n 
wiirde folgen, daB ein zweiwertiges Kation einen von h ab- 
hingigen Salzfehler erzeugt, wahrend ein zweiwertiges Anion, 
wie Anionen iiberhaupt gar keinen Salzfehler macht. Aus der . 
Bjerrumschen Theorie dagegen wiirde folgen, daB jedes Salz von e 
beliebiger Wertigkeit seiner Ionen einen vom py unabhingigen E 
Salzfehler gibt, ferner da8 der durch zweiwertige Ionen erzeugte Hl 

: 











Fehler unter allen Umstinden gréBer ist, als der durch einwertige 
und vor allem, da8 die Wirkung eines zweiwertigen Anions Ss 
ebenso groB oder wenigstens beinahe ebenso groB, wie die eines 








zweiwertigen Kations ist. M 
Um zwischen diesen beiden Méglichkeiten zu entscheiden, 4 
miissen wir die Versuchsergebnisse betrachten. Erstens: laBt sich it 






durch gewisse Beobachtungen, wie Anderung der Farbe, Anhalts- 
punkt dafiir gewinnen, da8 sich ein Salz des Indicators bildet? 
In einigen Fallen 14Bt sich diese Frage sehr leicht entscheiden. 
Benutzen wir als fremdes Ion ein Salz wie salzsaures Optochin 
oder Eucupinotoxin (s. Tabelle III), so veraindert sich entweder die 
Nuance ein weniz (Optochin) oder bei geeigneter h laBt sich sogar 
ein Farbgrad > | herstellen(Eucupinotoxin). Diese beiden Tatsachen 
sind nur erklirbar durch die Annahme, daB sich eine andere 
Molekiilgattung mit anderen chromogenen Eigenschaften gebildet 
hat, und diese ist offenbar das Salz der Indicatorsiiure mit der 
Alkaloidbase. Es wiirde auch gar zu sehr allen unseren Vor- 
stellungen widersprechen, wollten wir die Méglichkeit einer sol- f 
chen Salzbildung ableugnen. ; 

Ein zweiter Fall, bei dem sicher eine Salzbildung eintritt, 4 | 
ist folgender. Wenn wir als Zusatz-Elektrolyt einen Eiweif- 4 
kérper benutzen, so erhalten wir einen deutlich erkennbaren 
Indicatorfehler bei einer stark sauren Reaktion, bei welcher der 


wihrend ohne Salz die Gleichung 

Pr=-maet+?, : 
besteht. Damit ist der Satz von der Unabhiingigkeit des Salzfehlers von phy 
Py bewiesen, denn F, andert sich mit der A nicht, wenigstens unter den 
angenommenen Versuchsbedingungen. 
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EiweiBkérper als Kation zugegen ist. Dagegen gibt Eiwei8 in 
alkalischer Lésung keinen Indicatorfehler. 
Die Versuche mit Blutserum stellt folgende Tabelle dar: 








Tabelle VIII. 


































@ Zusatz zur i Pu (elektro- pu(colori- | Desde neh) 
Herstellung der h meter. gemess.) metr. gemess. Peco Sr | Bhreliiehier 
er ere ae / 2og2 | 335 3,25 +0,43 
Pea eee oe 3,16 | 3,70 3,60 +0,44 
Phosphatputfer: :| 756 | 754 | 754 | 0,02 
7 at ee Oe OT ee 


Der EiweiBfehler ist also in der Tat nur im sauren Gebiet vorhanden, 
im alkalischen fallt er in die Fehlergrenzen der Methode. Man muB aller- 
dings beriicksichtigen, daB die Messungen im sauren und alkalischen Gebiet 
mit verschiedenen Indicatoren («-Dinitrophenol resp. m-Nitrophenol) ge- 
macht worden sind. 

Abnliches ergeben Versuche mit Casein, dessen isoelektrischer Punkt 
Py = 4,6 entspricht"). Es wurde eine | proz. Caseinlésung untersucht. Die 
Beurteilung der Farbtiefe wurde in Anbetracht der minimalen Triibung 
nach Sérensen durch Imitierung derselben in der Vergleichslauge durch 
Versetzen mit BaSO, (Gemisch von Na,SO, + BaCl,-Lésung) erleichtert, 
Die Versuche ergaben folgendes. Die benutzte Stammlésung des Caseins 
war eine solche in 0,1 n-Na-Acetat: 


Tabelle IX. 



























In der Lésung be- | Angewendeter Pu Differenz der 
findl.Elektrolyte | Indicator | colorimetr. | elektrometr.| Pu-Werte 
Acetatgemisch . I p-Nitrophenol 5,63 5,57 +0,06 
Phosphatgemisch | m-Nitrophenol 6,97 6,91 +0,06 
Essigsiure . . . | «-Dinitrophen. 3,25 2,89 +0,36 











Ein Versuch, das gleiche mit Gelatine zu beweisen, gliickte im all- 
gemeinen deshalb nicht, weil die durch sie hervorgebrachten Fehler klein 
sind (s. Versuchsbeispiele im Anhang). Der einzige der Indicatoren, der 
einen deutlichen Fehler mit ihr gibt, ist 6-Dinitrophenol. “Hier lag der Fehler 
in der erwarteten Richtung: Lésungen von 2proz. Gelatine mit etwas HC1 
ergeben py = > 


Tabelle X. 
4 








2. 

















ao ema 1,93 2,00 
Elektrometrisch 1,27 1,53 
ee es +0,66 +0,47 














1) Michaelis u. Pechstein, Diese Zeitschr. 47, 260. 1912. 
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Bei allen anderen Indicatoren ist der Gelatinefehler zu vernach- 
lassigen. 

Nehmen wir aber als Salz ein einfaches anorganisches Neu- 
tralsalz, so wird weder jemals die Nuance verandert, noch wird 
jemals der Farbgrad 1 tiberschritten. Die einzige Wirkung eines 
echten Neutralsalzes ist die, daB es bei mittleren Farbgraden 
die Farbtiefe verstirkt, oder was dasselbe ist, den Farbgrad er- 
héht. Diese Erscheinung kann entweder in dem Sinne gedeutet 
werden, da8 sich zwar ein Salz der Indicatorsaure bildet, da8 aber 
dieses Salz in bezug auf seine Lichtabsorption genau die gleichen 
Eigenschaften hat wie das freie Ion, oder sie kann in dem Sinne 
gedeutet werden, daB sich kein Salz bildet, sondern daB die 
Salzwirkung auf die Farbe ein ,, Bjerrumeffekt* ist. Die Farb- 
stoffanionen werden in ihrer Aktivitat vermindert, und, um das 
Gleichgewicht aufrechtzuhalten, muB die Saéure nachdissoziieren, 
wodurch die wahre Konzentration der Farbstoffionen und somit 
die Farbtiefe gréBer wird. 

Zur Entscheidung dieser beiden Méglichkeiten kénnen uns 
die Beobachtungen iiber verschiedenwertige Ionen dienen: 

1. Salze mit zweiwertigem Kation ergeben einen viel gréSeren 
Salzfehler als solche mit einwertigem. 2. Zweiwertige Anionen 
sind ebenfalls wirksamer als einwertige Anionen. 3. Der durch 
zweiwertige Kationen hervorgerufene Salzfehler ist nur wenig 
gréBer, als der durch zweiwertige Anionen hervorgerufene. 
4. Der durch zweiwertige Kationen verursachte Fehler ist, soweit 
es die Fehlerquellen zu beurteilen gestatten (s. Kurven Abb. 2—5) 
nicht ganz unabhingig vom pg, vielmehr wird die Dissoziations- 
kurve der Indicatoren bei Gegenwart von CaCl, ein wenig ver- 
steilert. Diese Versteilerung ist gering und wir wollen in ihrer Be- 
urteilung vorsichtig sein. Sie sind zwar bei den verschiedenartigen 
Indicatoren, die wir untersuchten, iiberall im gleichen Sinne, jedoch 
reichen die Ausschlige nicht immer viel tiber die Fehlergrenzen. 

Was die Beobachtungen 1—3 betrifft, so liegt ihnen auBer 
den obigen folgende Versuchsreihe mit «-Dinitrophenol zugrunde 
(Tab. XI). Die GréBe des Salzfehlers wird durch die Differenz 
des jeweiligen p, und des ohne Salzzusatz erhaltenen Wertes 
von p, erkannt. 

Zusammenfassend kénnen wir also sagen: Bei gewodhn- 
lichen anorganischen Salzen beruht der Salzfehler wohl iiber- 
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Tabelle XI. 














: aaa Konz. d. | Zuge- | Konz. 
Konzentration des | patter | Kationen | sctstes| des P| F lp: 








__Indicators —_|_—_|indemsetb,| Sals | Kation 

1/9 d. gesitt. Lisung || Essigsiure — KCl | 0,5 m /2,55/ 0,046 | 3,87 
‘ag % e — {KCl |0,5m/2,93) 0,104 | 3,87 
“6 Acetat | 0,001 [KCI | 0,5 m |3,15/ 0,160 | 3,87 
ae % ss 0,001 | K,SO, 0,5 m |3,32| 0,26 |3,77 


” 0,002 (K,SO,' 0,5 m |3,41| 0,33 [3,73 


| ; 0,005 |K,SO,! 0,5 m |3,69| 0.47 13,74 
| 




















"/o ‘ Essigsiure — |CaCl, | 0,5 m |2,45/ 0,06 13,65 
Vio ” n aa CaCl, | 0,5 m |2,57| 0,08 | 3,62 
"ro ” ” CaCl, 0,5 m 2,95 0,18 3,60 
"/19 ” ” ~ AICl, | 0,5 m |2,20) 0,036 | 3,63 
/10 ” ” —  |AICI, | 0,5 m |2,34/ 0,05 [3,62 
Yao ss Mm _ AICl; | 0,5 m |2,62| 0,09 | 3,63 








Pac ra ck ae 4,07 


wiegend, wenn auch nicht allein auf einem ,,Bjerrumeffekt“ 
oder, wie man sich wohl mit Arrhenius ausdriicken darf, 
darauf, daB die Dissoziationskonstante der Indicatorsaiure 
durch Salze vergréBert wird. Enthalt das Salz aber Kationen 
von jener besonderen, bisher nicht gut faBbaren Eigenschaft, 
die wir vorliufig als. ,gute Bindungsfihigkeit“, ,,starke 
Adsorbierbarkeit“‘, ,,geringe Entladungsspannung’’ oder dgl. 
bezeichnen kénnen (EiweiB, Chinin), ‘so tritt der Bjerrum- 
effekt hinter einer echten Salzbildung zuriick. Ein solcher kann 
naimlich nur bei verhaltnismaBig hoher Ionenkonzentration gut 
meBbar zum Ausdruck kommen. Daher kommt es auch, dab 
bei unseren Indicatoren der Salzfehler in physiologischer Salz- 
lésung noch kaum merklich ist. Dagegen kann ein Salzfehler 
infolge starker Salzbildung des Kations mit dem Indicator schon 
in so niederer Konzentration stark meBbar werden, da8 von einem 
Bjerrumeffekt noch keine Rede sein kann, 


IV. Die Temperaturkoeffizienten der Indicatorkonstanten. 


Das Bediirfnis, p, einer Lésung nicht nur bei Zimmer-, sondern auch 
bei beliebigen Temperaturen zu bestimmen, ist oft vorhanden. Bisher hat 
man sich in der Regel damit geholfen, daB man p, elektrometrisch bei 
Zimmertemperatur bestimmte und die Korrektion fiir diejenige Temperatur 
bei der man den p, zu wissen wiinschte, entweder ganz vernachlissigte oder, 
wie Michaelis und Rothstein?) es jiingst getan haben, rechnerisch vor- 


1) Michaelis u. Rothstein, Diese Zeitschr. 105, 60. 1920. 
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nahm. Die Bedingungen fiir eine genaue rechnerische Korrektur sind aber 
selten gegeben. Eine elektromotorische Messung von p, bei verschiedenen 
Temperaturen ist zwar durchaus méglich und von Hasselbalch und 
Michaelis auch schon fiir bestimmte Zwecke ausgefiihrt worden, ist aber 
sehr umstindlich, da man die Messung nur in einem Luftthermostaten vor- 
nehmen kann, dér eine wesentliche Komplikation der Apparatur ist uzd 
doch nur eine langsame Einstellung der Temperatur verbiirgt. Wire eine 
einfache Methode zur Beriicksichtigung der Temperatur vorhanden ge- 
wesen, so wire diese sicherlich hiufig angewendet worden. So hat auch 
schon T. Gaarder') bei Untersuchung des Meerwassers es als eine Be- 
schrankung der Sérensenschen Indicatormethode empfunden, daB8 sie 
nur fiir 18° eingestellt ist. Unsere jetzige Methode gestattet nun leichter 
als eine andere, die Temperatur zu beriicksichtigen. Es ist hierzu nur er- 
forderlich, die Indicatorkonstanten fiir verschiedene Temperaturen zu 
kennen. Fiir zwei der angewendeten Indicatoren (m- und p-Nitrophenol) 
liegen gute Bestimmungen der Temperaturkoeffizienten in der Literatur 
vor von Holleman?) und Lundén’), welche aus Leitfihigkeits- und 
Hydrolysedaten berechnet sind. Wir erwihnten schon, daB die von diesen 
Autoren gewonnenen Dissoziationskonstanten fiir 18° ziemlich befriedigend 
mit den mit unserer Methode gewonnenen Werten iibereinstimmen. Aber 
auch diese Temperaturkoeffizienten kénnen wir mit unserer Methode be- 
stimmen. 

Die Bestimmung wurde fiir p-Nitrophenol folgendermaBen 
ausgefiihrt: In einer Reihe von 6—8 Reagensglisern wurden 
steigende Mengen der Indicatorsiure (0,2—0,5 ccm einer passen- 
den Verdiinnung der Stammlésung) eingefiillt und mit "/,9,- 
NaOH auf 10,5ccm ergiinzt. In ein weiteres Réhrchen wurde 
ein Gemisch von Essigsiure und Natriumacetat im Verhiltnis 
von 1:20 eingefillt mit einem Gehalt an Natrium von etwa 
1/399 und dazu eine passend gewihlte Menge des Indicators 
(0,5 com der Stammlésung). Alle Réhrchen kamen dann in 
ein Wasserbad, dessen Temperatur wihrend des Versuches all- 
mahlich verindert wurde. Die Kontrollréhrchen muBten auch 
ins Wasserbad gestellt werden, da ihre Farbtiefe bei Erwirmen 
stirker wird (ibrigens in reversibler Weise). Es wurde nun bei 
verschiedenen Temperaturen beobachtet, welches der Vergleichs- 
réhrchen mit dem Acetatgemisch in der Farbe tibereinstimmte 
und dieser Wert noch durch Interpolation verfeinert. Die Ab- 


1) T. Gaarder, Bergens Museums Aarbok 1916—17. Naturvidens- 
kabelig Raekke Nr. 3. 

2) Holleman, Rec. d. trav. chim. des Pays-Bas 2f, 444. 1902. 

3) Lund én, Journ. d. chim. phys. 5, 574. 1907; Zeitschr. f. physikal. 
Chemie 70, 253. 1910. 
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lesungen wurden bei mehreren Temperaturen wihrend des Stei- 
gens und, um die Reversibilitat des Vorganges zu kontrollieren, 
auch wihrend des Fallens der Temperatur ausgefiihrt. Es durfte 
angenommen werden, daB pg des Acetatgemisches sich wahrend 
der Versuche nicht andert, denn die Dissoziationskonstante der 
Essigsdure andert sich nach den Messungen von Lundén inner- 
halb dieses Temperaturintervalles weniger als die Fehlergrenzen 
unserer Methode betragen, und der Dissoziationsgrad des Natrium- 
acetats andert sich sicherlich ebensowenig. Es durften daher 
Anderungen in der Farbstiirke ausschlieBlich auf die Dissoziations- 
konstante des Indicators bezogen werden, wie sie sich aus der colori- 
metrischen Bestimmung des Dissoziationsgrades ergibt und schon 
oben besprochen wurde. Nach der Beziehung 


ergibt sich buco 
Pr = Pa + log , 


1—« 
dlo 
CL ipa 


a ae | 
Es ergeben sich fiir verschiedene Temperaturen folgende 


Werte von « resp. lon on 


Tabelle XII. 








Temperatur 





16° 
21° 
30° 
33,5° * 


26° 





| 


Die mit * bezeichneten Werte ergaben sich wihrend des Steigens 
der Temperatur, die tibrigen wihrend des Fallens. 


Als Mittelwert der gut tibereinstimmenden Beobachtungen 


ergibt sich Pe —0,01165. Hieraus folgen die in der TabelleX VIL, 
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S. 200 angefiihrten Werte der Konstanten, wobei wir fiir 18° den 
friher von uns bestimmten Wert 7,18 zugrunde legten. Unser 
Temperaturkoeffizient stimmt mit dem von L undén villig tiberein, 


aus dessen Zahlen sich zwischen 0 und 50° cia — — 0,01160 


ergeben wiirde. 
Genau dieselbe Methode konnten wir fiir «-Dinitrophenol 


anwenden. Es ergaben sich folgende Zahlen: 
Tabelle XIII. 


| * 
Temperatur | x log i= £. 











15° | 0,18 | 0,65 
16,5°* 0,18 0,65 
24°* 0,20, 0,59 
26° 0,20 0,59 
31°* | 0,21 0,56 
32° | 0,225 0,535 
40°* | 0,225 0,535 
40,5° 0,235 0,51 
50°* 0,335 0,46 
50° 0,36 0,45 











Durch graphische Mittelung ergibt sich ait = —0,00571. 

Bei m-Nitrophenol muBten wir einen Phosphatpuffer an- 
wenden. Bei diesem kénnen wir nicht wie beim Acetat p, als vollig 
unabhingig von der Temperatur betrachten. In einem genitigend 
verdiinnten Phosphatpuffer kénnen wir die Anderung der h 
proportional setzen der Anderung der zweiten Dissoziations- 
konstar@& der Phosphorsiure. Diese betrigt sowohl nach der 
thermodynamischen Berechnung aus der Ionisationswirme, als 
auch experimentell nach Michaelis und Garmendia!) 
SPL ___0,0088. Nun ist 


whe: Plot 


aT : 


dina” 

dp, : dpy a“ 

ar ar + aT wet 

Das zweite Glied der rechten Seite ergab sich aus den colori- 
metrischen Messungen in derselben Weise wie bei den friiheren 


Indicatoren. 


1) Michaelis und Garmendia, Diese Zeitschr. 67, 436. 1914. 
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Tabelle XIV. 


| 








Temperatur 





16°* 

17° 

26°* 

29° | 

34,5° | 

35°* | 
| 





41,5° 
42°* 
50°* 

Als Mittelwert haben wir hier 

1—« 
dlog " 

Oe 
(nach Lundén: 0,0115). 

Fiir Phenolphthalein wurde die Methode ahnlich angewandt. 
Hier sind besondere VorsichtsmaBregeln notwendig. Erstens 
muB8 darauf hingewiesen werden, da8 fir Phenolphthalein die 
Vergleichslésung der NaOH nitht wesentlich starker als 0,01 n° 
betragen darf, weil sonst allmahlich besonders beim Erwarmen 
irreversible Abblassungen vorkommen kénnen. Dagegen zeigt 
eine diinne Phenolphthaleinlésung in "/,9.-NaOH innerhalb der 
fiir eine Versuchsreihe notwendigen Zeit eine Abblassung weder 
in der Kialte, noch bei Erwirmen auf 50° und dariiber. Ja so- 
gar im Gegensatz zu den Nitrophenolen zeigt das Phenolphthalein 
tiberhaupt keine Farbinderung, wenn man es in "/,-Lauge 
erwirmt. Es war nur notwendig, die Versuche nicht per eine 
allzu lange Zeit auszudehnen. Wir gewannen den Eindruck, 
da8 bei langerer Versuchsdauer die einzelnen Zahlen nicht ein- 
deutige und umkehrbare Funktionen der Temperatur waren. 
Nun 148t sich aber eine ganze Versuchsreihe in weniger als einer 
Stunde reichlich beendigen und wenn dies geschah, waren die 
erhaltenen Werte bis auf die Fehlergrenzen der Methode eindeutig 
von ‘der Temperatur abhingig. Die Phenolphthaleinlésung 
wurde in einem CO,-freien Gemisch von Borsiure und NaOH 
gepriift, dessen Gesamtgehalt an Na etwa 0,02n war und dessen 
Borsiuregehalt derartig gewihlt wurde, daB ein Farbgrad von 
etwa 0,02 resultierte. Das pg eines solchen Boratgemisches 
variiert mit der Temperatur aus demselben Grunde wie das eines 


| 
\ 


| 0.14 


| 
i 


= —0,0076, daher ai — —0,0114 
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Phosphatgemisches, und zwar diirfen wir die Andering der h 
der Anderung der Konstante der Borsiure proportional setzen. 
@ Pk cooreture 


Aus den Daten von Lundén ergibt sich - > =n —0,0076 . 
Experimentell erhielten wir folgende Werte: 


Tabelle XV. 








Temperatur | a 


13,5°* 0,020 
14,5° 0,020 
16° | 0,021 
qg°# - | 0,0235 
30° | 0,022 
38,2°* | 0,025 
40,5°* | 0,025 


Es ergibt sich 
dlog oi % 


__-_% 9.00837, daher 27% = —0,01097 . 
aT aT 


Fir Salicylgelb wandten wir einen Boratpuffer an. Der- 
selbe gab folgende Werte: 


Tabelle XVI. 








Temperatur | 


20° 
45° 


Ganz ahnlich wie vorher ist nun 
1—F 
d log -——- 
dp F—0,07 
qr = ~ 90,0076 + rT, 


und es findet sich 





dp 
—— = — 0,013. 
dt ’ 


Die so gewonnenen Temperaturkoeffizienten und die Zu- 
grundelegung der friiher erhaltenen Dissoziationskonstanten fir 
18° ergeben nun folgende Tabelle XVII. 
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Tabelle XVII. 
px der Indicatoren fiir verschiedene Temperaturen. 








Dinitrophenol | Dinitrophenol | p-Nitro- m-Nitro- 
1:2:6 phenol | phenol 


Tempe- | 
ratur 








8,55 
8.49 
8.43 
8,38 
8,32 
| 8,26 
8,21 
| 


~ 


5° 3,76 
10° 3,74 
15° | 3.71 
18° | 8,69 
20° | 3,68 
25° | 3,65 
30° 2,62 
35° 3,59 
40° 3,56 
45° | 3,54 
50° 3,51 


~ 


| 
I 
0° 3,79 


wwe 


Ba SRO RR DW 


8,15 
8,09 
| 8,04 
| 7,99 


~~ 2. 


C9 9 C9 09 CO i ee 





- 


Fir Dinitrophenol 1:2:6 wurde derselbe Temperatur- 
Koeffizient benutzt wie fiir 1:2: 4. 

Die einzelnen Werte von p,*fiir Phenolphthalein und fiir Salicylgelb 
sind in die Tabelle nicht aufgenommen, weil wir sie praktisch nicht brauchen ; 
fiir diese Indikatoren wenden wir die empirischen Tabellen S. 206 an. Bei 
diesen Tabellen sind auch die Temperaturkorrekturen angegeben. 

Zum Vergleich hierzu seien die Konstanten aus der Literatur mit- 
geteilt, welche teils aus Leitfihigkeits-, teils aus Hydrolysedaten gewonnen 
wurden: 

&-Dinitrophenol 25° , = 3,76 (Bader, Zeitschr. f. physikal. Chemie 6, 
a-Dinitrophenol 25° p, = 4,10 289. 1890). 
p-Nitrophenol 18° p, = 7,25 (Euler u. Bolin, Zeitschr. f. physikal. 
Chemie 66, 71. 1909.) 
10° 7,35 
15° 7,29 
25° 7,15 
40° 6,907 
ow 25° 7,19 (Holleman I. c.) 
m-Nitrophenol 10° 8,48 
pa 15° 8,41 
- 25° 8,287 (Lund én, Le.) 
ms 40° 8,11 
- 50° 8,02, 
Phenclphtalein 18° 9,77 (Hildebrand, lL. c.) 


(Lundén lL. c.) 


Besonderheiten der Pikrinsdure. 


Aus theoretischen Griinden ist es interessant, die Besonderheiten der 
Pikrinsiure als Indikator zu besprechen. Diese wird durch konzentrierte 
HCl entfiirbt und verhilt sich als Indikator prinzipiell wie die anderen 
Nitrophenole, Aber das Ubergangsgebiet liegt bei einer so hohen h, daB die 
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Tabelle XVIII. Pikrinsiure. 








Konzentration | 


Pu 
| Pu (im Sinne 
des Indicators 


| aus 
| Leitf&higk. Sakens 


Salz 
Konzentr. 
Fiarbegrad 


Zugesetztes 








—0,30 | — 0,70 

—0,15 | — 0,34 
0,10 
0,10 
0,39 
0,39 
0,39 
0,91 
1,07 





a a 
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theoretische Durcharbeitung des Indikators auf dieselben Schwierigkeiten 
stéBt, die die hochkonzentrierten Lésungen starker Elektrolyte im all- 
gemeinen machen. Das beifolgende Diagramm gibt dariiber Auskunft. 
Die h wurde iiberall durch HCl verschiedener Konzentration hergestellt 
und es wurde natiirlich dasjenige p, beriicksichtigt, welches im endgiiltigen 
Volum nach Zusatz des Indikators angenommen werden muBte. py wurde 
nicht elektrometrisch gemessen, sondern aus der HCl-Konzentration be- 
rechnet. Und zwar wurden der Berechnung die iiblichen Annahmen des 
Dissoziationsgrades auf Grund der Leitfihigkeitsdaten zugrunde gelegt, wobei 
wir uns bewuBt blieben, da8 wir in Anbetracht der Bjerrumschen Theorie 
wahrscheinlich eine als veraltet zu geltende Annahme machten. Solange 
die HCl-Konzentration nicht zu hoch ist, sind die beobachteten Punkte 
mit einer Dissoziationskurve gut vereinbar und es wiirde sich fiir die Pikrin- 
sdure ergeben p, = 0,26 und k = 0,55. Dies steht nicht im Einklang mit 
der nach anderen Methoden gewonnenen Konstante der Pikrinsiure. Die 
Leitfihigkeitsbestimmungen geben iiberhaupt keine Konstante und die 
Verteilungsmethode, ausgefiihrt von Rothmund und Drucker’), ergab 
p, = 90,8. Das hangt wohl damit zusammen, da® die Pikrinsiure eine 
schon starke und nicht mehr dem Ostwaldschen Verdiinnungsgesetz 
folgende Siure ist. Immerhin sind die Werte bis zu einer 1 norm. Kon- 
zentration an H’ noch gut konstant. Bei noch héherer h weichen die Be- 
obachtungspunkte immer mehr von der theoretischen Dissoziationskurve 
ab und sie werden auch nicht besser, wenn wir statt der aus Leitfihigkeits- 
daten berechneten fA die Bjerrumsche Aktivitiét der H' zugrunde legen, 
denn die Aktivitaét der Wasserstoffionen ist auf alle Fille kleiner als die aus 
Leitfihigkeitsdaten berechnete Konzentration. Die Abweichungen wiirden 
unter Zugrundelegung der Bjerrumschen Aktivitét noch gréBer. Etwas 
besser werden die Werte, wenn wir.die wahre Konzentration der H' zugrunde 
legen, welche aus der Bjerrumschen Annahme berechnet werden kann, 
daB Salzsiure unter allen Umstiinden total dissoziiert ist. Es ist anzuneh- 
men, da8 die schwer iiberblickbare Anderung der Hydratation der Ionen 
in so hohen Konzentrationen diese Abweichung verursachen. Von py = 0 
bis 1,3 kann aber Pikrinsiure unter Benutzung des Wertes p, = 0,26 zur 
Messung von p, benutzt werden. Sie stellt somit eine gelegentlich wohl 
niitzliche Erweiterung unserer Indicatorreihe dar. 


Die praktische Anwendung der Methode. 
Notwendige Reagenzien. 

a) f-Dinitrophenol (1: 2:6), gesittigte wiisserige Lésung. 
Die Lésung wird zunichst warm gesittigt und am niichsten Tag 
von den abgeschiedenen Krystallen abfiltriert. 

b) «-Dinitrophenol (1: 2:4). Ebenfalls gesittigte wisserige 
Lésung. 

1) Rothmund und Drucker, Zeitschr. f. physikal. Chemie 46, 827. 
1903. 
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c) p-Nitrophenol, 0,1 proz. wisserige Lésung. 

d) m-Nitrophenol, 0,3 g auf 100 g Wasser unter leichtem Er- 
warmen autgelést. 

e) Phenolphthalein, 0,04g in 30ccm Alkohol gelést, auf 
100 mit Wasser aufgefiillt. 

f) Salicylgelb (,,Alizaringelb G G‘‘). Eine gesittigte alkoho- 
lische Lésung solange (ungefahr zehnfach) mit 50 proz. Alkohol 
verdiinnt, bis ein Prébchen davon mit der zehnfachen Menge 
0/,9-NaOH versetzt ungefihr die gleiche Farbtiefe wie ein 30fach 
verdiinnter offizineller-Liquor ferri sesquichlor, hat. (Man be- 
achte, daB die Kontrollen bei diesem Farbstoff nicht mit 0,01-, 
sondern mindestens mit 0,1 norm. NaOH gemacht werden miissen.) 

Die fir den eigentlichen Versuch angewendeten Reagens- 
glaschen miissen genau gleichen Durchmesser haben. 

Eine abgemessene Menge der zu untersuchenden Lisung, z. B. 
5 oder 10 ccm; werden aus einer Pipette mit so viel der geeigneten 
Indicatorlésung versetzt, daB eine ganz schwache Farbung ent- 
steht. Die Menge Indicatorlésung kann wenn nétig, bis zu 
lecm betragen, im allgemeinen ist es besser, nur bis 0,5 ccm 
oder 4/,, Volumen zu gehen. Die verwendete Menge mu8 genau 
abgelesen werden. Von den Indicatoren mu8 man denjenigen 
wihlen, welcher der Bedingung geniigt, daB er in einer Menge 
von 0,2 bis héchstens 1 ccm eine zwar schon deutliche, aber 
nicht zu intensive Farbung erzeugt. Nunmehr fillt man in ein 
zweites Reagensglas 4 bzw. 9 com einer ungefahr "/;5,-NaOH. Es 
kommt nicht auf sehr genaue Innehaltung dieser Konzentration 
an. Nun gibt man von dem gleichen Indicator soviel zu, daB 
die Farbe zunichst angenihert gleich der-im ersten Réhrchen 
wird. In der Regel wird man hierzu eine passende, z. B. zehn- 
fache Verdiinnung der Indicatorstammlésung anwenden miissen. 
Dann fiillt man mit "/,), Lauge zu dem Gesamtvolumen des ersten 
Roéhrchens auf. Nunmehr vergleicht man die Farbe beider Réhr- 
chen genauer. Wir finden am geeignetsten hierzu die Betrachtung 
im durchfallenden Licht gegen einen weiBen Hintergrund. Je 
nach den Umstinden ist es vorteilhafter, die Breite oder die Lange 
des Reagensrohres zu durchblicken. Sind die Farben nicht véllig 
gleich, so probiert man in einem anderen Réhrchen mit NaOH 
mit etwas anderer Farbstoffmenge und wiederholt das solange, 
bis man die gleiche Farbtiefe, wie in der zu untersuchenden Flissig- 





204 L. Michaelis und A, Gyemant: 


keit gefunden hat oder man interpoliert zwischen zwei sehr ahn- 
lichen Vergleichsréhrchen. Je nach der absoluten gesamten 
Farbstoffmenge ist die relative Unterscheidbarkeit verschieden 
scharf, bei geeigneter Farbstoffmenge kann man Unterschiede 
von 10% noch sehr gut wahrnehmen und meist noch zwischen 
zwei Rohrchen interpolieren, deren Farbgehalt sich um 10% 
unterscheidet. Praktisch empfiehlt sich eine Abstufung der 
Vergleichslésungen des Farbstoffs um etwa 15%; also z. B. 0,3; 
0,35; 0,40; 0,46; 0,53 usw. Dann sind die Unterschiede zwischen 
zwei Nachbarréhrchen einerseits schon recht deutlich erkennbar, 
andererseits fiir eine brauchbare Interpolation durch Schitzung 
nicht zu groB. Das durch Beobachtung bzw. Interpolation fest- 
gestellte Verhaltnis der Indicatormenge in der farbgleichen Lauge 
und der zu untersuchenden Lésung nennen wir den_,,Farb- 
grad“, F. Hiermit ist das Experimentelle der Bestimmung 
beendet, nunmehr folgt die Berechnung. Sie erfolgt fir die 
Indicatoren a bis d (S. 202 u. 203) einfach nach der Gleichung: 


Pu= Pet: 
Fir p, mu8 unter Beriicksichtigung der Versuchstemperatur 


der aus Tabelle XVII, S. 200 angegebene Wert eingesetzt werden. 
gy ist eine Funktion des Farbgrades F (namiich y = log <a : 


Wir haben q als Funktion des Farbegrades F in dem Diagramm 
(Abb. 9) und in der Tabelle XIX angegeben. Fiir die Benutzung des 
Diagramms ist folgendes zu bemerken. Die Kurve I ist ohne weiteres 


Tabelle XIX. 
Die Funktion g des Farbgrades F. 
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in dem angegebenen Sinne benutzbar. Da nun die Ablesung dieser 
Kurve am linken Ende, wo sie nach den friiheren Auseinander- 
setzungen gerade am wertvollsten ist, etwas schwierig ist, ist 
dieser Teil in Kurve II in zehnfach vergréBertem Ordinaten- 
maBstab gezeichnet. Also z. B. der mit 0,1 bezeichnete Punkt 
der Ordinate ist mit Bezug auf Kurve II zu lesen 0,01. Fiir den 
Bedarfsfall ist Kurve III anzuwenden, die mit 100fach ver- 
gréBertem OrdinatenmaBstab gezeichnet wurde. Der Ordinaten- 
punkt 0,1 bedeutet also fiir sie 0,001. Die Zahlen der Abszisse 
behalten natiirlich ihre Bedeutung fir alle drei Kurven unge- 
andert, 

Fiir Phenolphthalein geben wir aus den schon erwahnten 
Griinden folgende empirische Tabelle zusammengehériger Farb- 
grade und p, fiir 18°C: 


Tabelle XX, 
Tabelle fiir Phenolphtalein bei 18°C. 
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Ist die Bestimmung mit Phenolphthalein bei anderer 'Tempe- 
ratur als 18° ausgefiihrt, so wird der Wert zum Schlu8 dadurch 
korrigiert, da8 man von dem erhaltenen py noch 0,0110 (7’ — 18) 
subtrahiert, wo 7’ die Beobachtungstemperatur bedeutet. 

Und in &hnlicher Weise gilt fiir Salicylgelb fiir 20° die 
Tabelle; 


Tabelle XXI. 
Tabelle fiir Salicylgelb bei 20° C. 


F 
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Fir jeden Grad Temperatur oberhalb 20° ist 0,013 zu sub- 
trahieren. 

Der so erhaltene Wert bedarf unter Umstinden noch einer 
Beriicksichtigung des Salzfehlers, welcher bei physiologisch in 
Betracht kommenden Fliissigkeiten im allgemeinen sehr klein ist. 
Folgende Tabelle gibt diesen Salzfehler fiir physiologische Salz- 
konzentrationen und fir 0,5n-Konzentration an Kochsalz an: 


Tabelle XXII. 
Zu addierender Salzfehler. 








0,15 n Salzgehalt 
(physiol. Salzlésung) 


0,5 m Salzgehalt 





B-Dinitrophenol | 0,30 
«-Dinitrophenol | 0,20 
p-Nitrophenol 0,05 
m-Nitrophenol 0,05 
Phenolphtalein 0,20 








Der Fehler durch Eiwei8 und Pepton ist nicht so allgemein 
anzugeben. Einige Versuche am Schlu8 zeigen, wie klein diese 
Fehler sind. 


Anwendung der Methode fiir gefirbte und getriibte 
Flissigkeiten. 


Nicht allzustark gefirbte Flissigkeiten sind dieser Methode 
ebenfalls zuginglich. Es gibt zwei Méglichkeiten, um gefirbte 
Flissigkeiten zu messen. 

1. Da bei alien physiologisch in Betracht kommenden Lé- 
sungen 7, nicht geandert wird, wenn man die Lésung mit Wasser 
von ungefaihr gleichem Gehalt an Neutralsalzen verdiinnt, so 
kann man eine schwach gefarbte Flissigkeit fiir die Untersuchung 
dadurch vorbereiten, daB man sie zunichst 5—1l0fach mit aus- 
gekochter CO,-freier NaCl-Lésung verdiinnt, deren Salz-Konzen- 
tration ganz roh der der zu untersuchenden Lésung entspricht. 

2. Aber auch ohne dieses Hilfsmittel kann man auskommen, 
wenn man als Vergleichslésung nicht einfach 4/,,)5n-NaOH nimmt, 
sondern eine Probe der zu untersuchenden Fliissigkeit, nachdem 
sie mit NaOH alkalisch gemacht ist. Da nun diese Lésungen 
Pufferwirkung haben, geniigt es nicht, sie auf ein Gehalt von 
1/49n-NaOH zu bringen, sondern man muB so viel Lauge nehmen, 


Biochemische Zeitschrift Band 109. 14 
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daB ein weiterer Zusatz von Lauge die Farbtiefe nicht mehr 
vergréBert. Im allgemeinen ist dies leicht zu erreichen, wenn 
man tropfenweis offizinelle NaOH zusetzt, nicht mehr 
als nétig ist, um Phenolphthalein maximal zu réten. In 
manchen Filissigkeiten, z. B. im Harn, entsteht dadurch haufig 
eine Fallung. Von dieser muB8 die Fliissigkeit abfiltriert werden, 
am besten nach vorangegangenem Erwirmen. Ferner wird die 
Farbe des Harns durch den Zusatz der Lauge oft etwas dunkler, 
sie muB dann durch passende Verdiinnung der der urspriing- 
lichen Flissigkeit erst méglichst genau gleichgemacht werden. 
Auf diese Weise erreichen wir, da8 in beiden zu vergleichenden 
Lésungen auBer dem Indicator sich noch ein zweiter Farbstoff 
befindet, der aber wegen seiner Gleichheit in beiden Réhrchen 
die Farbvergleichung nicht stért. Durch die fremde Farbe wird 
nicht nur die Farbtiefe, sondern auch die Nuance des Indicators 
geindert. Die Farbenvergleichung, welche sich bei farblosen 
Flissigkeiten nur auf die Farbtiefe erstreckt, ist fir gefairbte 
Flissigkeiten mehr eine Vergleichung verschiedener Nuancen. 
Bei der Sérensenschen Methode ist es nétig, bei Messung 
gefarbter Flissigkeiten zu den Vergleichspufferlésungen geeignete 
farbende, aber von der pg unabhingige Stoffe hinzuzufiigen. 
Unserer Methode ist es als Vorteil anzurechnen, daB dieser 
hinzugefiigte firbende Stoff der gleiche ist, wie in der zu unter- 
suchenden Lésung. Ist die EKigenfarbe der Fliissigkeit unbequem 
stark, so kann man beide Methoden kombinieren : man verdiinnt die 
Lésung ein wenig und bestimmt darin py nach der zweiten Methode. 
Fir leicht getriibte Lésungen 14Bt sich ein ahnliches Prinzip 
anwenden. Man verdtinnt die Lésung zunichst nach Bedarf, 
bis die Triibung nur gering ist und benutzt als Vergleichslauge 
eine alkalisch gemachte Verdiinnung der gleichen Lésung, deren 
Konzentration so gewahlt ist, daB die Triibungen gleich sind. 
Nicht immer gelingt es, die Triibungen gleichzumachen, weil 
sich viele Triibungen in Lauge aufhellen. In diesem Fall kann 
man die Sérensensche Vorschrift (Zufiigung einer BaSO,-Auf- 
schwemmung, bereitet aus Na,SO, + BaCl,) anwenden. — 


Anwendungsbeispiele. 


Beispiele fiir verdtinnte, ungefirbte, genau definierte Pufferlésungen 
anzuftihren ist itiberfliissig. Sie sind in den obigen Tabellen reichlich 
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gegeben, Abweichungen im p, von der elektrometrischen Messung im 
Betrage von -+- 0,1 kommen nur unter den ungiinstigsten Verhiltnissen 
vor. Im allgemeinen iibersteigt die Abweichung + 0,05 selten und im 
giinstigsten Bereich eines jeden Indikators ist sie meist noch viel kleiner 
und erreicht somit dann die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit elektro- 
metrischer Messungen. Uber den Genauigkeitsgrad der Methode bei ge- 
firbten und eiweiBhaltigen Fliissigkeiten geben folgende Beispiel Auskunft. 

1. Zu 5 ccm Harn kamen 2(!) ccm p-Nitrophenol. Die Kontrolle wurde 
nach der zweiten Methode fiir gefiirbte Fliissigkeiten hergestellt. F = 0,02, 
Pr = 5,48 (elektrometrisch = 5,64). 

2. Zu 3ccm Harn wurden 3 ccm p-Nitrophenol gefiigt. Kontrolle 
wie bei l. F = 0,013, p, = 5,28 (elektrometrisch = 5,24). Im allgemeinen 
soll man nicht so viel von der Farblésung nehmen. Hier (im Fall 1 und 2) 
war das wegen des geringen Farbgrades und der Eigenfarbe der Fliissig- 
keit notwendig gewesen. Die Beispiele zeigen, daB sogar eine so starke 
Verdiinnung mit der Farblésung fast belanglos ist. 

3. lproz. Peptonlésung mit 0,01 n HCl. Zu 5 ccm 1 com a-Dinitro- 
phenol. F = 0,20, p, = 3,37 (elektrometrisch 3,38). 

4. 1 proz. mit HCl angesiuerte Gelatinelésung, gemessen mit a-Dinitro- 
phenol. Zu 5ccm 0,5com Farblésung. F = 0,10, p, = 3,12 (elektro- 
metrisch 3,06). 

5. 1 proz. Casein (in "/,)-Na-Acetat gelést). Zu 5 ccm 0,2ccm p-Nitro- 
phenol. F = 0,05, p, = 5,92 (elektrometrisch: 5,90). 

6. Zu 2,5ccm einer mit Essigsiure angesiuerten Niahrbouillon 
1 cem p-Nitrophenol. Als Kontrolle 2,4 ccm Bouillon + 0,1 com n-NaOH, 
F = 0,015, p, = 5,36 (elektrometrisch: 5,45). 

7. Zu 2,5 ccm Bouillon 1 com m-Nitrophenol. Kontrolle wie bei 6. 
F = 0,04, p, = 6,97 (elektrometrisch: 7,05). 

8. Zu 2,5 com derselben fiinffach verdiinnten (ganz blassen) Bouillon 
leccm m-Nitrophenol. Kontrolle: 0,01 n-NaOH. F = 0,044, p, = 7,00 
(elektrometrisch in der unverdiinnten Bouillon 7,05). Dieses Beispiel zeigt 
auch, da8 in einer gutgepufferten Filiissigkeit, wie sie Nahrbouillon ist, 
eine fiinffache Verdiinnung keine merkliche Anderung im p, erzeugt und 
vor der Messung zum Zweck der Herabsetzung der Eigenfirbung erlaubt ist. 


Zusammenfassung. 


Versetzt man irgendeine zu untersuchende Lésung mit 
einem einfarbigen Indicator, so wird man in der Regel eine Farb- 
tiefe erhalten, die zwischen der maximalen Farbtiefe bei stark 
alkalischer Reaktion und dem ganz farblosen Zustand bei extrem 
saurer Reaktion steht. Durch colorimetrische Vergleichung der 
erhaltenen Farbtiefe mit der bei extrem alkalischer Reaktion 
erreichbaren maximalen Farbtiefe bei gleicher Farbstoffmenge 
erfahrt man den ,,Farbgrad“ F, d. h. den Dissoziationsgrad (a) 


14* 
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der Indicatorsiure in der zu untersuchenden Lésung. Aus diesem 
kann man A berechnen, nach der Formel 


Bah pnancchag 
a 


oder logarithmiert 
Pr = Px + log-———, 

p, bedeutet den negativen Logarithmus der Dissoziations- 
konstante des Indicators. Derselbe ist fiir unsere Indicatoren 
und fiir verschiedene Temperaturen aus der Tabelle XVII, 8. 200 
zu entnehmen. Das zweite Glied ist eine Funktion (q) der colori- 
metrisch zu beobachtenden GriBe a. Sie ist aus Tabelle XIX, 
S. 204, oder aus Abb. 9, S. 205 zu entnehmen. Die praktische 
Ausfiihrung der Colorimetrie geschieht durch ein Verdiinnungs- 
verfahren (S. 203). 

Geeignete Indicatoren sind auf 8.170 beschrieben. Ihre Salz- 
fehler sind so gering, da8 sie unter physiologischen Bedingungen 
meist zu vernachlissigen sind. Es wird eine Theorie des Salzfehlers 
entwickelt (S. 187). .Fiir zwei der Indicatoren (Phenolphthalein 
und m-Nitrobenzolazosalicylsiure) sind aus besonderen Griinden 
nicht die obigen Formeln, sondern spezielle Tabellen (S. 206) 
anzuwenden. Die Methode 14Bt sich (S. 207) auch fiir schwach- 
gefirbte oder getriibte Lésungen anwenden. 

Besondere Vorteile der Methode sind, daB sie fir beliebige 
Temperaturen anwendbar ist und der Vergleichspufferlésungen 
nicht bedarf. 





Untersuchungen iiber den ,,siureléslichen Phosphor“ in 
Blut und Plasma bei verschiedenen Tieren sowie einige 
Studien tiber die Toxikologie der verschiedenen Phosphate. 


Von 
Poul Iversen. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Kopenhagen.) 
( Hingegangen am 17, Juni 1920.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit!) habe ich verschiedene Methoden 
zur Bestimmung von Phosphor in kleinen Blut- und Plasma- 
mengen (Greenwald, Feigl, Bloor, Iversen u.a.m.) be- 


sprochen. Zu den experimentellen Untersuchungen, die an diese 
Arbeit ankniipfen, benutzte ich die von mir ausgearbeitete 
Methode. 


Bereits 1898 fiihrte Abderhalden?) bei Analysen von Blut und 
* Serum die Bezeichnung Gesamtphosphor ein, die Lipoid- und Protein- 
phosphor sowie einen Rest umfaBt, den er als anorganischen Phosphor 
auffaBte, und der als Differenz zwischen Gesamtphosphor und Lipoid- 
und Proteinphosphor bestimmt wurde. Die Ergebnisse seiner Unter- 
suchungen, worauf ich spiter zuriickkommen werde, galten als Standard- 
zahlen, bis die Frage 1913 von Greenwald’) aufgenommen wurde. 
Dieser Forscher behielt die Bezeichnungen Gesamt-, Lipoid- und 
Proteinphosphor bei, fiihrte aber auBerdem die Bezeichnung_,,sdurelés- 
licher Phosphor“ ein, worunter der Phosphor in den phosphorhaltigen 
Bestandteilen verstanden wird, die in Lésung treten, wenn Blut oder Plasma 
mit einer salzsauren (oder essigsauren) Pikrinsiurelésung gefallt und ex- 
trahiert wird. Wie Greenwald gezeigt hat, ist der ,,siureldsliche 
Phosphor“ unléslich in Ather und Alkohol, weshalb Abderhaldens 
anorganischer Phosphor also Greenwalds ,,siureléslichem Phosphor‘ 
entspricht, welche Bezeichnung, wenn sie auch nicht besonders treffend 


1) Poul Iversen, Diese Zeitschr. 104, 22. 1920. 
2) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chemie 25, 65. 1898. 
3) J. Greenwald, Journ. of Biol. Chem. 14, 369. 1913. 
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ist, doch der von Abderhalden angewandten vorzuziehen ist, indem der 
Phosphor nicht ausschlieBlich als Phosphate in der betreffenden Fraktion 
vorhanden ist. Greenwalds Bezeichnung ist von Bloor, Feigl u. a. 
aufgenommen worden, und wird aus praktischen Griinden auch in gegen- 
wartiger Abhandlung benutzt werden. Die Frage nach der Natur der dem 
,Sdureléslichen Phosphor“ entsprechenden Stoffe hat namentlich Green- 
wald'), Feigl*), und Bloor®) beschiiftigt. Es fragt sich in erster Reihe: 
Kommt der Phosphor in anorganischen oder organischen, in ionisierten 
oder nichtionisierten Verbindungen vor? 

Greenwald meint, daB es sich in betreff des Serums fast ausschlieB- 
lich um anorganische Verbindungen handelt, indem er findet, daB die be- 
treffenden Stoffe, die also im Filtrat aus der Pikrinsiurefallung vorkommen, 
in Alkohol, Ather, Chloroform und Aceton unléslich sind und zum aller- 
gréBten Teil imstande sind zu dialysieren. Nach der Dialyse findet er nur 
0,3 mg Phosphor pro 100 ccm Serum, was etwa 10% der ganzen urspriing- 
lichen ,,séureléslichen“* Menge entspricht. Eine ganz entsprechende Menge 
bleibt in ungeléstem Zustande zuriick, wenn im Filtrat aus der Pikrin- 
siurefillung mit Ammoniummolybdat oder Magnesiamixtur bei Zimmer- 
temperatur gefallt wird. 

Feigl, der Greenwalds Methode zur Phosphorbestimmung (Ne- 
phelometrie) benutzte, fiihrt fiir den Phosphor, der nicht von ionisierten 
Phosphaten herriihrt, die Bezeichnung Restphosphor ein; derselbe wird 
bestimmt entweder als Differenz zwischen der Menge, die in verdiinntem 
Serum mit Magnesiamixtur in der Kite direkt gefallt werden kann, und 
der ganzen ,,siureléslichen‘‘ Menge, oder direkt, indem er zum Pikrin- 
siurefiltrat Magnesiamixtur setzt, um das ionisierte Phosphat zu fallen, 
wonach die Mutterlauge 1—2 Stunden bei 110° autoklaviert wird und 
wiederum zum Auskrystallisieren hingestellt wird, wodurch der jetzt ab- 
gespaltene Restphosphor gefallt wird. Feigl] findet, daB etwa 15% des 
»8aureléslichen Phosphors“ Restphosphor darstellen, eine GréBe derselben 
Ordnung wie diejenige, die nach Greenwald indyalisabel ist. 

Bloor benutzt gleichfalls bei den Phosphorbestimmungen die Nephelo- 
metrie, aber er benutzt zur Fillung und Extraktion von Blut und Plasma 
eine gesittigte Ammoniumsulfatlésung, die 2,5% Eisessig enthalt. Im 
Filtrate bestimmt er das anorganische Phosphat, indem er davon ausgeht, 
daB nur der als anorganisches Phosphat vorhandene Phosphor bei Zimmer- 
temperatur als Strychninphosphormolybdat gefallt wird. Der gesamte 
,sdurelisliche Phosphor‘ wird in ahnlicher Weise im Filtrat bestimmt, 
nachdem die darin vorhandenen organischen Bestandteile mit Schwefel- 
siure und Salpetersiiure destruiert worden sind. 

Bloor hat auch die Menge von Phosphor in den Blutkérperchen 
bestimmt, die er sich verschafft, indem er abzentrifugiert und 1 mal mit 
einer 0,9 proz. NaCL-Lésung wiischt. Bei 16 gesunden Minnern fand er 


1) J. Greenwald, Journ. of Biol. Chem. 25, 431. 1916. 
*) Feigl, Diese Zeitschr. 83, 81 und 86. 1917. 
3) Bloor, Journ. of Biol. Chem. 36, 33 und 49. 1918. 





Saureldslicher Phosphor in Blut u. Plasma u. Toxikologie d. Phosphate. 213 


die in der Tabelle I’) angegebenen Werte von ,,sdureléslichem“ und an- 
organischem Phosphor in Plasma und Blutkérperchen. 


Tabelle I. 





~-~P pro 100 ccm 
Plasma Blutkérperchen 








| siiureldslich anorganisch | sdurelislich anorganisch 


Mindestens | 44 3,8 
Mittel | 59 5,8 
Héchstens ... . | 78 8,5 














Bloors Resultate in betreff des Verhiltnisses zwischen ,,saurelés- 
lichem“ und ,,anorganischem“’ Phosphor im Plasma entsprechen den An- 
gaben von Greenwald und Feigl, indem die Differenz (Feigls Rest- 
phosphor) etwa 10% betrigt. In den Blutkérperchen findet er doppelt 
so viel anorganischen (ionisierten) Phosphor als im Plasma. 

Bloor meint, da8 das Vorhandensein von anorganischem Phosphat 
in den Blutkérperchen und dem Plasma hinlinglich bewiesen worden ist, 
da die Fallung und die Extraktion mit einer schwach sauren Ammonium- 
sulfatlésung stattfindet, und da bei Zimmertemperatur Niederschlag 
eintritt mit einem Reagens, das vermeintlich nur anorganisches Phosphat 
fallt. Die einzige Méglichkeit eines Irrtums, meint er, liegt darin, daB die 
Ammoniumsulfatlésung wihrend der Zeit, in welcher extrahiert wird, 
Phosphat abspalten kann; da es sich aber nur um etwa@0 Minuten handelt, 
spielt dies seiner Meinung nach keine Rolle. 

Sowohl Greenwalds, Feigls als Bloors Untersuchungen scheinen 
zu zeigen, daB der im Plasma vorhandene ,,siurelésliche Phosphor“ zum 
allergréBten Teil (etwa 90%) als anorganisches Phosphat vorhanden ist. 

Nach meinen eigenen Untersuchungen scheint Bloors Angabe der 
anorganischen Phosphatmenge in den Blutkérperchen mir dagegen nicht 
ganz iiberzeugend zu sein. 


Bei meinen Untersuchungen benutzte ich zur Bestimmung 
des Phosphors eine Fallung desselben als Phosphorammonium- 
molybdat. Die Fallung suchte ich direkt aus dem Filtrat der Ex- 
traktionslésung zu bewerkstelligen, weshalb ich als Extraktions- 
flissigkeit eine 3proz. Sublimatlésung benutzte, die 0,25% 
* Salzsiure enthielt. Eine solche Lésung fallt und extrahiert nim- 
lich das Blut vorziiglich, und man kann daraus zugesetzte Phos- 
phatmengen ebenso leicht und in derselben Weise fallen und 
quantitativ bestimmen, als wenn sie im Wasser gelést waren. 


1) Die Zahlen sind von mir aus H,PO, in P umgerechnet worden durch 
Division durch 3,2. 
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Zu den Versuchen benutzte ich meist frisches Kaninchen- 
blut, 0,5cem zu 20cem Sublimatlésung; ich extrahierte eine 
Stunde lang und filtrierte dann einen gewissen Quotateil ab, 
der zur Bestimmung benutzt wurde. Zu diesem Quotateil (15 ccm) 
setzte ich Schwefelsiure und Ammoniumnitrat in angemessener 
Menge, erwirmte bis zu beginnendem Kochen und fallte bei etwa 
80° mit Ammoniummolybdat, wie bei einer gewéhnlichen Ana- 
lyse. Es ergab sich nun immer ein gelber Niederschlag von Phos- 
phorammoniummolybdat, der nach einem Stehenbleiben von 
einigen Stunden in der Kilte abfiltriert wurde, wonach die 
Phosphormenge im Niederschlag bestimmt wurde. Die in der Weise 
gefundene Phosphormenge entsprach 5—7 mg pro 100 ccm Blut. 

Kochte man aber die aus dem gelben Niederschlag abfiltrierte 
Flissigkeit einige Minuten lang, oder stellte man sie einige Stunden 
bei 60° in den Thermostaten, wurde ein neuer gelber Nieder- 
schlag gefallt, der nach Analysierung und mit der zuerst gefillten 
Menge zusammengelegt nun etwa 20 mg Phosphor pro 100 ccm 
ergab. Da das Blut, wie andere Untersuchungen zeigten, tat- 
sichlich etwa 30 mg_,,siureléslichen Phosphor‘ enthielt, sieht 
man, daB die Abspaltung noch keine vollstindige ist. 

Da es sich nyn im voraus gezeigt hatte, daB man zugesetzte 
Phosphatmengen in der Fillungsflissigkeit leicht und quantitativ 
wie in einer gewdhnlichen wisserigen Lésung fallen konnte, so 
zeigten diese Versuche, daB man bei diesem Verfahren nicht 
imstande ist, das anorganische Phosphat von den iibrigen ,,siure- 
léslichen“ Verbindungen zu unterscheiden. Die Versuche zeigten 
ferner, daB in dem untersuchten Blut héchstens 5—7 mg und im 
Serum héchstens etwa 3mg Phosphor pro 100ccm von dem 
anorganischen Phosphat herrihren konnten, und daB der iibrige 
, Saurelésliche’ Teil nicht besonders stabil war, sondern leicht 
Phosphatgruppen abspaltete. 

Nach Fallung des Filtrats mit Schwefelwasserstoff und Ab- 
filtrierung des gebildeten Quecksilbersulfids kann man nach 
Destruktion mit Schwefelsiure und Salpetersiiure die Gesamt- 
menge von ,,sdureléslichem Phosphor‘ bestimmen, die im Kanin- 
chenblut etwa 30 mg pro 100 ccm betrug. Versuche, das Filtrat 
mit Ather oder Chloroform auszuschiitteln, zeigten, in Uberein- 
stimmung mit Bloors und Greenwalds Untersuchungen, daB 
der ,,siurelésliche Phosphor“ nicht in Lésung tritt. 
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Da es in dieser Weise nicht gelang, das anorganische Phos- 
phat auszuscheiden, versuchte ich, ob es nicht gelingen méchte, 
wenn man das Filtrat durch Zusatz von Natriumacetat essig- 
sauer machte und darauf bei Zimmertemperatur mit Uranacetat 
fallte, das sowohl in einer wisserigen Lésung als in der Fallungs- 
fliissigkeit die darin vorhandenen anorganischen Phosphate fast 
momentan fallt. 

Es zeigte sich, da8 das nichtionisierte Phosphat, im Gegen- 
satz zu dem ionisierten, vom Uranacetat nicht momentan gefiallt 
wird ; die Fallung geschah jedoch recht schnell, so daB 5—10 Mi- 
nuten nach dem Uranacetatzusatz bei Zimmertemperatur soviel 


Phosphor gefaillt worden war, da8 im Filtrat nach Destruktion ® 


sowohl aus Serum als aus Blut nur Spuren von Phosphor iibrig 
waren. 

Das Resultat meiner Untersuchungen fordert zu Vorsicht 
auf bei der Beurteilung von Bloors Angaben iiber die Menge 
des ariorganischen Phosphors in den Blutkérperchen, denn es 
ergibt sich aus meinen Untersuchungen, da8 sich in dem ,,saéure- 
léslichen Phosphor“ Stoffe von einem recht labilen Charakter 
finden, die ihre Phosphatgruppen sehr leicht abgeben. 

Da es mir nach meinen Untersuchungen zweifelhaft schien, 
ob es zur Zeit méglich ist, die verschiedenen Fraktionen des , ,siure- 
léslichen Phosphors‘‘ im Blut mit voller Sicherheit zu unter- 
scheiden, habe ich mich in meinen folgenden Untersuchungen 
darauf beschrinkt, nur die gesamte ,,siureldsliche“‘ Phosphor- 
menge teils im Blut und teils im Plasma zu bestimmen. 


I. Untersuchungen iiber den ,,siureléslichen Phosphor“ in Blut 
und Plasma (Serum) bei verschiedenen Tieren. 


Als Fallungsflissigkeit benutzte ich eine Lésung, die 0,5% 
Pikrinsiure und 0,25% Salzsiure enthalt; mit 20 ccm von dieser 
Flissigkeit fille ich das Blut (in der Regel 0,5 ccm) und extra- 
hiere eine Stunde lang. DaB dies geniigt, und daB noch gréBere 
Salzsiuremengen keine phosphorhaltigen Bestandteile mehr ex- 
trahieren, ergibt sich aus Tabelle II. 

Es zeigte sich ferner, daB man bei einer Extraktion bei 0°, 
wie bei einer solchen bei 50° dasselbe Resultat erhielt. 

Bei meinen Versuchen habe ich die Menge von ,,saurelés- 
lichem Phosphor“ im Blut und im Serum oder Plasma von fol- 
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Tabelle II. 








Nr. | Pikrinsdurelisung | Extraktionszeit | mg P. pro 100 ccm 








1 | in 0,25, HCL | 1 Stunde | 27,5 


in 0,25% HCl | 10 Stunden 
| in 13% HCl | 1 Stunde 
in 18%, HCL | 10 Stunden | 


27,7 
27.0 


2 
3 
4 27,8 


| 
genden Tieren untersucht: Kaninchen, Meerschweinchen, Ratte, 
Katze, Hund, Rind und Taube, und habe in vielen Fallen eine 
gréBere Reihe von Bestimmungen unternommen. Bei einem Teil 
der genannten Tiere sind diese Verhaltnisse nicht friher unter- 
*sucht worden, in betreff der tibrigen liegen nur sehr wenige 
Untersuchungen vor. Ich habe die wichtigsten der vorliegenden 
Angaben in Tabelle III zusammengestellt. Zu Abderhaldens 
Angaben ist zu bemerken, daB ich seine Resultate aus Gew.-% 
in Vol.-% umgerechnet habe, und daB seine Analysen von Katzen- 
und Kaninchenblut an einer Mischung von Blut aus bzw. 3 und 
12 Tieren ausgefiihrt wurden. 


Tabelle III. 








mg P. pro 100 ccm 





I 
Auto i Ti — 
gard “as Blut Plasma Serum 





Abderhalden.... | Kaninchen 31,9 
re bchere Katze 25,4 

* at Hund I 27,0 

pe ous Hund II 266 | 

te Rind 78 | 

Hund 29,0 | 
. 23,9 | 
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Orenonowrn 


i 19,2 
Rind 10,3 
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7,7 


Die von mir angestellten Untersuchungen sind in Tabelle IV 
zusammengestellt. Das Blut war in keinem Falle Mischungsblut; 
jede Bestimmung rihrt von einem einzelnen Tiere her. 

Ferner habe ich in einer Reihe von Fallen allein die Menge 
von ,,sdureléslichem Phosphor“ im Plasma bestimmt. Bei Ratte, 
Meerschweinchen und Kaninchen fand ich folgende Werte pro 
100 ccm Plasma: 

Ratte 5,4; 4,8; 6,1. 
Meerschweinchen 4,7; 4,6; 4,1. 
Kaninchen 3,6; 3,8; 4,6; 3,4; 2,5; 3,2; 3,9. 
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Tabelle IV. 








I mg P. pro 100 cem 





Ti 
aH Blut Plasma Serum 


28,5 | 2,5 
28,9 | 

29,2 
27,9 
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| 
28,8 | 


| 
27,6 | | 
27,5 
33,4 | 
28,6 | 
24,6 
27,8 | 
31,0 
21,5 
24,4 
24,9 
24,9 
31,6 
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SchlieBlich fand ich in einer einzeinen Analyse von Pferde- 
serum 2,5 mg pro 100 ccm. 

Betrachten wir zuerst die Verhiltnisse beim Kaninchen, 
bei welchem Tiere die gréBte Anzahl von Untersuchungen aus- 
gefiihrt wurde, so zeigt es sich, daB die Menge von ,,sdiureléslichem 
Phosphor“ bei verschiedenen Individuen nicht unerheblich 
schwankt. So schwankt die Menge im Blut von 24,6 bis auf 
‘33,4 mg, in Serum und Plasma von 1,5 bis auf 4,6 mg pro 100 ccm. 
Das Blut rihrt von Tieren her, die unter ganz denselben Verhilt- 
nissen lebten. Die gefundenen Zahlen stimmen, was das Blut 
betrifft, mit den Abderhaldenschen gut iiberein, aber das 
Mittel meiner Bestimmungen ig Serum und Plasma — 3,0 mg — 
liegt etwas héher als der von Abderhalden im Durchschnitts- 
blut von 12 Kaninchen gefundene Wert von 2,1 mg. 


1) Beim Defibrinieren entstand ein kleines Koagulum im Blute, 
weshalb der hier angesetzte Wert zu klein ist. 
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Die Menge von _,,saureléslichem Phosphor“ in Meer- 
schweinchenblut ist etwas geringer als in Kaninchenblut. 
In Serum und Plasma wurden dagegen durchgehends etwas 
héhere Werte gefunden als beim Kaninchen. 

Bei der Ratte ist die Menge von ,,siureléslichem Phosphor“ 
im Blute (31,6—34,1 mg) bedeutend gréBer als beim Meer- 
schweinchen und etwas gréBer als beim Kaninchen. Die in Serum 
und Plasma gefundenen Werte (4,8—6,1 mg) liegen bedeutend 
héher als beim Kaninchen. 

Eine einzelne Bestimmung an Hundeblut und Hundeserum 
ergab Werte (21,0 bzw. 2,4 mg), die mit den von Abderhalden 
und Greenwald angegebenen Werten gut iibereinstimmen. 

Wiahrend es dem Blut der bisher besprochenen Tiere gemein- 
sam ist, daB die Menge von ,,séureléslichem Phosphor“ im Blute 
weit gréBer ist — meist 5—10 mal so groB — als die Menge von 
, Siureléslichem Phosphor‘‘ im Serum, wies das Rinderblut ganz 
andere Verhaltnisse auf, indem in bzw. 100 ccm Blut und 100 ccm 
Serum 6,6 und 4,4mg_,,siureléslicher Phosphor“‘ gefunden 
wurden. Diese Bestimmung stimmt mit der Abderhaldenschen 
(7,8 bzw. 3,9) ganz tiberein. Bloor gibt etwas héhere Zahlen 
(10,3 bzw. 7,7) an. Es geht mit Sicherheit aus diesen Unter- 
suchungen hervor, daB die Rinderblutkérperchen eine weit ge- 
ringere Menge von ,,siureléslichem Phosphor“ enthalten als die 
Blutkérperchen von Kaninchen, Meerschweinchen, Ratte und 
Hund. 

Bei der Katze fand Abderhalden dhnliche Werte wie 
beim Hunde (25,2 und 3,5 mg in 100 ccm Blut und Serum). Bei 
meinen Untersuchungen schwankten bei 3 Tieren die Werte im 
Blut von 9,1 bis auf 12,2 und im Serum von 2,4 bis auf 10,5 mg 
pro 100ccm .Im Serum fand ich bei der Katze weit gréBere . 
Schwankungen der Menge von ,,siureléslichem Phosphor“ als bei 
irgendeinem von den andern untersuchten Tieren, und die Menge 
von ,,sdéureléslichem Phosphor“ in den Blutkérperchen ist sehr 
gering, in zwei von den Fallen findet sich ungefaihr dieselbe Menge 
in den Blutkérperchen wie im Serdm. Es wurden in diesen Fallen 
Doppeltanalysen angestellt, die gut tbereinstimmten. Meine 
Untersuchungen stimmen durchaus nicht mit der einzigen vor- 
' liegenden Angabe von A bderhalden (25,2 und 3,5 mg in 100 com 
Blut und Serum), und dieser Gegensatz la8t sich nicht daraus 
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erklaren, daB Abderhaldens Bestimmung an einer Mischung 
von Blut aus 3 Katzen ausgefiihrt wurde. 

Von besonderem Interesse sind die beiden an Blut von 
Tauben angestellten Untersuchungen. Wihrend die Menge von 
,Saureléslichem Phosphor im Serum ungefiihr dieselbe war 
(1,7 und 4,8 mg) wie bei den untersuchten Saugetieren, wurden 
im Blut weit héhere Werte (48,1 und 65,2 mg pro 100 ccm) ge- 
funden als bei letzteren. Es wird von Interesse sein, zu unter- 
suchen, ob die Menge von ,,siureléslichem Phosphor“ im Blute 
anderer Vogel ahnliche Verhiltnisse aufweist. 

Bei den verschiedenen untersuchten Tieren haben sich physio- 
logische Schwankungen des_,,sdureléslichen Phosphors“ im 
Plasma ergeben, die den bereits beim Menschen (Bloor, Green- 
wald, Feigl) gefundenen analog sind. 


II. Untersuchungen iiber die Toxikologie der Phosphate. 


Die folgenden Untersuchungen behandeln die Giftwirkungen 
der verschiedenen Phosphate auf Kaninchen und Meerschwein- 
chen. Bei den Kaninchen habe ich Serienbestimmungen der 
Phosphatmenge im Plasma waihrend der Vergiftung unternom- 
men; bei den Meerschweinchen habe ich die Konzentration im 
Plasma beim Eintreten des Todes bestimmt. 

Das Plasma gewann ich, indem ich einige Kubikzentimeter 
Blut aus der A. carotis in ein kleines Reagensglas mit Natrium- 
oxalat hiniiberstrémen lieB und unmittelbar darauf zentrifugierte. 

Die toxischen Eigenschaften der Phosphate sind bisher nur 
wenig untersucht worden. 

Gamgee, Priestley und Larmuth') haben 1887 gezeigt, daB 
die Pyro- und Metaphosphate Herzgifte sind, und daB die Pyrophosphate 
am stirksten wirken, waihrend die Orthophosphate fiir das Herz nicht 
giftig sind. Schultz*) fand, daB subcutan injiziertes Pyrophosphat doppelt 
so giftig ist wie Metaphosphat. SchlieBlich haben Starkenstein*) und 
Greenwald‘) sich mit der Frage beschiiftigt. 

Starkenstein sucht in seiner Arbeit zu zeigen, daB die Toxizitat 
der verschiedenen Phosphate von ihren calciumfillenden Eigenschaften 

1) Gamgee, Priestley and Larmuth, Journ. of Anat. and Phys. 
Il, 255. 1887. 

2) Schultz, Archiv f. exp. Pathol. und Pharmakol. 18, 176. 1884 
und 23, 150. 1887. 

3) Starkenstein, ebenda 97, 47. 1914. 

*) Greenwald, Journ. of pharmacol. a. exp. therapeut. 7, 57. 1915. 
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abhingig ist. Das Vergiftungsbild ahnelt, nach Starkenstein, der 
Oxalatvergiftung; es treten Diarrhée, Konvulsionen, schnelle Respiration 
ein, und die Tiere sterben an Herzlihmung. Per os und subcutan einge- 
geben besitzen nach Starkenstein alle 3 Salze dieselbe Toxizitét, und 
er meint, daB dies darauf beruht, daB der Organismus imstande ist, die 
Pyro- und Metaphosphate in Orthophosphate umzuwandeln. Intraperi- 
toneal eingegeben, sind die Pyrophosphate seinen Befunden gemaB doppelt 
so giftig wie die Orthophosphate, und die Giftigkeit der Metaphosphate 
liegt zwischen der der beiden anderen. 

Bei intravenéser Injektion tritt der Unterschied der Toxizitaét der 
3 Salze sehr stark hervor. Starkenstein findet, daB man an Kaninchen 
per Kilogramm 

90 ccm ®/,-Orthophosphatlésung, 

6,5 ,, ®/,-Metaphosphatlésung, 

5,2 ,, 3/,-Pyrophosphatlésung 
intravenés injizieren mu8, um den Tod hervorzurufen. Die Krimpfe 
wahrend der Vergiftung erklart er als eine Folge der calciumbindenden 
Eigenschaften der Phosphate. 

Dieser Resultate wegen nahm Green wald die Frage von der Phosphat- 
vergiftung zur Behandlung auf. Es sind von ihm 3 Versuche veréffent- 
licht worden, 

I. Kaninchen, 2270 g, intravenése Injektion von 208 ccm von einer 
Phosphatlisung M/5 Na,HPO, (9 Teile) + M/5 NaH,PO, (1 Teil) im Laufe 
von 65 Minuten. Der ,,siurelésliche Phosphor“ stieg von 7,3 bis auf 151 mg 
pro 100 ccm Serum. Das Tier starb nicht. 

If. Kaninchen, 2450 g, intravenése Injektion von 125 com M/15 
Na,PO, im Laufe von 25 Minuten. Der ,,sdurelésliche Phosphor“ stieg 
von 4,5 bis auf 68,9 mg pro 100 ccm Serum. Das Tier starb. 

III. Hund, 12700g, intravenése Injektion von 473 com M/15 Na,PO, 
im Laufe von 49 Minuten. Der ,,sdurelésliche Phosphor“ stieg von 9,2 
bis auf 38,4 mg pro 100 ccm Serum. Das Tier starb nicht. 

Kriimpfe wurden in keinem der Versuche beobachtet, die somit den 
Versuchen von Starkenstein widersprechen. Greenwald fiihrte die 
Injektionen bei Lokalanisthesie aus, so daB eine universelle Narkose kein 
Hindernis hat darbieten kénnen. 

Weder bei Starkensteins noch bei Greenwalds Untersuchungen 
wurde den Tieren dieselbe Menge pro Zeiteinheit injiziert. Entweder waren 
die Injektionen intermittierend oder die Injektionsgeschwindigkeit stark 
schwankend. Aus dem Grunde treten sehr bedeutende Schwankungen 
der Konzentration der verschiedenen Phosphate im Serum wiahrend des 
Verlaufes der verschiedenen Versuche auf, und die Resultate sind nur schwer 
miteinander vergleichbar, indem dieselbe Menge des injizierten Stoffes 
je nach der Geschwindigkeit, mit welcher die Injektion vonstatten geht, 
verschieden wirken kénnen. 


Bei meinen eigenen Untersuchungen benutzte ich stets 
Urethannarkose, und ich kann mich somit nicht mit Sicherheit 





Siaurelislicher Phosphor in Blut u. Plasma u. Texikologie d. Phosphate. 221 


tiber die Krampfe aussprechen; aber ich beobachtete doch ab 
und zu trotz dieser Narkose Zuckungen an den Extremititen 
und der Halsmuskulatur. Es war in erster Reihe meine Aufgabe, 
die Konzentration der Phosphate im Plasma wihrend der Ver- 
giftung und beim Tode zu untersuchen. 

Bei der Ortho- und Metaphosphatvergiftung wurde meist 
zuerst eine Inzitation der Respiration beobachtet, die darauf 
bis zum schlieBlichen Stillstand immer langsamer wurde. Das 
Herz arbeitete in allen Fallen nach dem Respirationsstillstand. 
Bei der Pyrophosphatvergiftung wurde eine ausgesprochene 
Cheyne-Stockes sche Respiration beobachtet; die Respirations- 
pausen wurden immer linger bis zum Respirationsstillstand ; 
auch hier arbeitete das Herz noch nach diesem Zeitpunkt. Ich 
mu8 also von Starkensteins Auffassung, daB die Todesursache 
eine Herzlihmung sei, Abstand nehmen. 

Es wurden folgende Versuche ausgefiihrt: 

Kaninchen I, 3050 g. Urethan. Es werden aus der A. carotis d. 
Blutproben entnommen, und die Phosphatlisung wird kontinuierlich und 
gleichmaBig aus einer Prytzschen Pumpe durch die V. saphena d. inji- 
ziert. 2 15’ wird eine Normalprobe entnommen und 2" 29’—3" 43’ werden 
100 com 3,6 proz. Na,HPO,(12 H,O)-Lésung injiziert, im ganzen im Laufe 
von 88 Minuten 312 mg P,, d. h. pro Kilogramm und Minute 1,2 mg. 

Das Tier war nur wenig durch die Injektion beeinfluBt. Die Ana- 
lysenresultate sind unten angefiihrt. 

Uhr Injiziert 1 al ae 
25 15’ p.m. 00 ccm 2,4 
2h 52’ 29 4 14,8 
3) 20’ 67", 22,3 
3 43’ 100 _ ,, 24,9 
4h 43’ 17,9 
72 00’ 5,6 
10" 00’ a. m. 1,0 


Man sieht, daB die Phosphatkonzentration im Plasma zu 
Anfang stark zunimmt, wihrend der Zeit von 3" 20’—3" 43’ aber 
nur sehr wenig, oder mit anderen Worten, da8 das Tier wihrend 
dieser Zeit aus dem Blut fast ebensoviel hinweggeschafft, wie 
injiziert wird, Unmittelbar nach dem Aufhéren der Injektion 
finden sich 24,9 mg _ ,,sdureléslichen Phosphors’ per 100 ccm 
Plasma, nach einer Stunde eine so bedeutende Menge wie 17,9, 
und noch 31/, Stunden nach dem Aufhéren der Injektion liegt 
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eine bedeutende Phosphatiimie vor. Es zeigt sich also, daB die 
injizierten Phosphate das Plasma (den Organismus) nur langsam 
verlassen, und da8 viele Stunden verstreichen, bevor wieder die 
normale Konzentration vorliegt. 

Wie erwihnt, war das Tier wihrend des Versuches nur sehr 
wenig beeinfluBt; aber die Plasmaanalysen zeigen doch, daB die 
Phosphatkonzentration bis zum 10fachen der normalen Konzen- 
tration zugenommen hat. Der nichste Kaninchenversuch wird 
die geringe Giftigkeit der Orthophosphate noch deutlicher dartun. 


Kaninchen II, 2100 g, Urethan. Nephrectomia duplex. Blutprobe 
aus der A. carotis d. Injektion durch die V. saphena d. Von 2 13’—4" 05’ 
wurden dem Tier 152 ccm einer 7,2 proz. Na,HPO,-Lésung injiziert, im 
ganzen 942 mg P., d. h. pro Kilogramm und Minute 4,0 mg. 

Uhr mg P. pro 100 ccm Plasma 
ah 12’ 2,5 

Qh 14’ 9,4 

2h 27° 37,6 

3 10’ 72,6 

3% 26’ 88,4 

3h 48’ 108 

4h 05’ 119 

Der Tod trat 4°05’ ein wegen Respirationstillstandes, und 
das Plasma wies zu diesem Zeitpunkt eine Phosphatkonzentration 
auf, die etwa 50 mal héher war als die normale. DaB die Konzen- 
tration im Plasma bereits nach einer Injektion von etwa 1 ccm 
bis auf 9,4 mg ansteigt, beruht darauf, daB das Blut von der 
V. saphena, in welche injiziert wurde, und bis zur A. carotis, aus 
der die Blutprobe entnommen wurde, nur das Herz und den 
Lungenkreislauf passiert hat. 

Bei einigen zu anderen Zwecken angestellten Untersuchungen, 
die in einer folgenden Abhandlung mitgeteilt werden sollen, fand 
ich, daB die prozentuale Zunahme des Plasmas im Blute sogar 
nach einer Injektion von recht groBen Mengen 7,2 proz. Ortho- 
phosphatlésung nur gering ist, sogar an nephrektomierten Kanin- 
chen. Das Kaninchen von Versuch II wog 2100 g; nimmt man an, 
was nach den angestellten Untersuchungen sicherlich zu hoch 
ist, daB die Plasmamenge nach der Injektion auf 100 ccm ge- 
stiegen ist, so enthilt dieselbe 119 mg ,,siureléslichen Phosphor‘ 
beim Eintreten des Todes; davon machen 116,5 mg die durch 
die Injektion verursachte Zunahme aus. Da aber 942 mg Phosphor 
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injiziert worden sind, haben die Gewebe also 826 mg aufgenommen, 
indem die Blutkérperchen nur verhiltnismaBig kleine Mengen 
aufnehmen. Der Versuch zeigt also, daB bei weitem der gréBte 
Teil der injizierten Phosphate sehr schnell das Plasma verlaBt, 
um in den Geweben Aufnahme zu finden. 

Wie nebenstehende Kurve zeigt, ist die Steigerung der Phos- 
phatkonzentration im Plasma eine ganz gleichmaBige, von der 
allerersten Zeit nach der Injek- 
tion abgesehen, s.o. Die grad- 
linige Form der Kurve zeigt, daB 0 
die Gewebe ganz ebenmiaBig einen 
Teil des injizierten Phosphates 
aufnehmen, so daB die Steige- “ 
rungen der Phosphatkonzentra- 4 
tion in den Geweben und im 
Plasma miteinander proportional 
verlaufen miissen. °3 

Die Untersuchungen an Meer- Abb. 1. 
schweinchen wurden an Tieren aus- 
gefiihrt, die 750—900 g wogen; vor dem Versuche wurden 5—6 ccm 20 proz. 
Urethan subcutan injiziert, und es wurde in die A. carotis d. eine Kaniile ein- 
gefiihrt. Darauf wurden intraperitoneal Lésungen der verschiedenen Phos- 
phate injiziert, worauf die Tiere beobachtet wurden. Da die Tiere, denen 
Orthophosphat injiziert worden war, trotz sehr groBer Gaben nicht sofort 
starben, wurden nach einer gewissen Zeit aus der A. carotis Blutproben ent- 
nommen. Auch an den Tieren, die nach der Injektion starben, wurden 
aus der A. carotis d. Blutproben entnommen, indem das Blut durch die 
Kaniile hinausgepreBt wurde. 

Die Versuchsresultate sind in Tabelle V_ verzeichnet. 


Tabelle V. 


ing P pro 100 cm "Plasma 
120 


0 











mg P. pro 5 
100 cem | Bemerkungen 
Plasma | 


k Favre Gewicht 
Intraperitoneal injiziert des Tieres 
7,2°/, NagHPO, 20 cem . 95 | nach 80 Min. getitet. 
10°, NagHPO, 40 ccm. | 800 57,2 | » 100 , ‘af 
6°, NagP,0, 10 cm .. | 850 18,8 | starb nach 25 Minuten. 
6°%, NagP,O, 15 cem . . 850 19,2 oo ee. ws 


5 °/, Nag(POs)5 15 ccm. . 720 56,4 RA Sek: aor 
5°/, Nas(PO;)3 25 cem.. | 850 45,3 ee ee eS ae 











Diese Versuche zeigen, daB sogar groBe Orthophosphat- 
gaben, welche die Plasmaphosphatkonzentration bis auf 67,2 mg 
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Phosphor pro 100 ccm oder 10mal die Norm steigern, bei Meer- 
schweinchen ‘nicht den Tod verursachen, ja diese Tiere waren so- 
gar nur ganz wenig becinfluBt, was ganz damit tbereinstimmt, 
daB das Tier im Kaninchenversuch II erst bei einer Konzen- 
tration von 119 starb. 

Bei den Pyro- und Metaphosphaten liegt die Sache anders, 
indem die Tiere nach der Injektion starben. Nach Pyrophosphat- 
injektionen sterben die Tiere, wenn die Konzentration von ,,séure- 
léslichem Phosphor“‘ etwa 20mg pro 100ccm Plasma erreicht 
hat, und nach Metaphosphatinjektionen nach einer Konzentration 
von etwa 50. — Die friiheren Angaben, da8B die Orthophosphate 
nur wenig giftig, die Pyro- und Metaphosphate aber recht giftig 
sind, und zwar von diesen Phosphaten die Pyrophosphate am 
meisten, wird durch diese Versuche vollstiindig bestitigt. Je- 
doch scheinen die Pyrophosphate weit giftiger zu sein im Ver- 
haltnis zu den Metaphosphaten, als dies aus Starkensteins 
Angaben hervorgehen kénnte. 

DaB die Vermehrung von ,,sdureléslichem Phosphor“, die 
wir nach intraperitonealer Injektion von Meta- und Pyrophos- 
phaten im Plasma vorfinden, ausschlieBlich von den Phosphat- 
ionen dieser Salze herriihrt, ist nicht absolut sicher, da die Még- 
lichkeit nicht auszuschlieBen ist, daB der Organismus etwas in 
die ungiftige Orthoverbindung umgewandelt hat, wie Starken- 
stein es ohne festen Anhalt bei der subcutanen Injektion dieser 
Salze annimmt. Es liegt indessen auBer jedem Zweifel, daB die 
Todesursache in einer Anhéufung von Meta- und Pyrophosphaten 
besteht, da die Tiere ja nicht bei der erreichten Phosphatkonzentra- 
tion sterben wiirden, wenn es sich um Orthophosphationen handelte. 


Anhang. 

In Verbindung mit einer friiheren Abhandlung') habe ich eine Arbeit 
von Kleinmann®) besprochen, in welcher dieser Forscher angibt, daB 
es bei Neumanns Methode zur Phosphorbestimmung notwendig ist, 
den gelben Niederschlag von Phosphorammoniummolybdat mit 50 proz. 
Alkohol statt mit kaltem Wasser zu waschen, da der Niederschlag hierin 
etwas léslich ist. Wenn man mit Wasser wischt, mu8 man seinen Angaben 
nach den von Heubner angegebenen Faktor 0,57 statt des theoretisch 
berechneten 0,554 benutzen; wiischt man aber mit 50proz. Alkohol, so 
stimmt letzterer Faktor. 

1) Diese Zeitschr. 104, 15 u. 22. 1920. 

*) Diese Zeitschr. 99, 95. 1919. 
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Sein Analysenmaterial ist in diesem Punkt nur gering, und man kann 
namentlich dagegen einwenden, daB er die Phosphormenge in seinen Ana- 
lysen nicht variiert hat, was als ganz unerlaBlich zu betrachten ist, wenn 
man den Rechnungsfaktor bestimmen will, und wenn die Léslichkeits- 
frage einer Untersuchung unterworfen wird. 

Meine Untersuchungen auf Grund einer sehr groBen Anzahl von 
Titrationen taten mit Sicherheit dar, daB die Analysen vollstindig korrekte 
Resultate ergaben, wenn man den Niederschlag mit Wasser wusch und 
mit dem theoretischen Faktor rechnete. . 

Nachdem Klein manns Mitteilung veréffentlicht worden war, habe 
ich eine Reihe Untersuchungen angestellt, um die Resultate zu vergleichen, 
die nach einem Waschen des Niederschlags mit Wasser und nach einem 
Waschen mit Alkohol gewonnen werden. 

Die Versuche wurden ausgefiihrt sowohl mit groBen Phosphormengen 
(Makroanalysen) als mit kleinen Phosphormengen (Mikroanalysen); sie 
sind in Tabelle A und Tabelle B zusammengestellt. 


Tabelle A. Makroanalysen. 








mg P. 
Berechnet | Gefunden Fehler 





Gewaschen mit 





3,03 3,04 + 0,01 50 proz. Alkohol 
3,03 2,99 ~ 0,04 Wasser 
6,06 6,10 + 0,04 50 proz. Alkohol 
6,06 6,08 + 0,02 Wasser 
12,12 12,15 + 0,03 50 proz. Alkohol 
12,12 12,18 + 0,06 Wasser 
18,18 18,17 + 0,01 50 proz. Alkohol 
18,18 18,12 ~ 0,06 Wasser 


Tabelle B. Mikroanalysen. 
0,038 0,040 + 0,002 50 proz. Alkohol 
0,038 0,037 + 0,001 Wasser 
0,076 0,074 + 0,002 50 proz. Alkohol 
0,076 0,078 + 0,002 Wasser 
0,152 0,151 + 0,001 50 proz. Alkohol 
0,152 0,154 + 0,002 Wasser 
0,152 0,155 + 0,003 50 proz. Alkohol 
0,152 0,154 + 0,002 Wasser 

Die Genauigkeit der Analysen ist ganz dieselbe, es sei, daB das eine 
oder das andere Waschmittel angewandt wird. Die Abweichungen von der 
berechneten Phosphormenge fallen ungefahr gleichmaBig zu beiden Seiten 
derselben, und die sind einander ganz gleich, es sei, da8 mit Alkohol oder 
mit Wasser gewaschen wird, wie auch bei Anwendung von groBen oder 
von kleinen Phosphormengen. 

Man darf aus diesen Analysen schlieBen, daB es, um bei der hier be- 
sprochenen Methode Analysenresultate zu gewinnen, die, wenn man mit 
dem theoretischen Faktor rechnet, der tatsichlich vorhandenen Phosphor- 
menge genau entsprechen, nicht notwendig ist, den Niederschlag mit 
Alkohol zu waschen. 
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Kolloidstudien tiber den Bau der roten Blutkérperchen 
und iiber Himolyse. 


I. Sublimathirtung und Sublimathimolyse. 


Von 
H. Bechhold und W. Kraus. 


(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung zu Frankfurt a. M. [Direktor: 
Prof. Dr. Bechhold].) 


(Hingegangen am 21. Juni 1920.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


In einer fritheren Untersuchung wurde auf die seit P. Ehr- 
lich bekannte Erscheinung hingewiesen, daB bei der Einwirkung 
von HgCl, auf rote Blutkérperchen in héheren Konzentrationen 
Hartung, in niederen Konzentrationen Lésung, Himolyse, erfolgt, 
und es konnte der Nachweis gefithrt werden, daf die Hartung 
eine Wirkung der Hg-Ionen, die Eiwei® fallen, daB die 
Haimolyse wahrscheinlich eine Wirkung der Hg - Molekel 
ist’). Diese Beobachtungen schienen uns einen neuen Weg 
zu bieten, um Einblick zu gewinnen in den Bau der Erythrocyten. 
Besonders lag uns daran, eine Briicke zu schlagen von der 
rein chemischen Forschung im Reagensglas zu den mit dem 
Auge verfolgbaren, also histologischen Veriinderungen des ein- 
zelnen Erythrocyten, wozu die Prifung mit dem Ultra- 
mikroskop einlud. 

Durch Auswahl geeigneter Reagenzien hatten wir es in der 
Hand, die einzelnen Bestandteile der roten Blutkérperchen so- 
wohl getrennt als auch zusammen zu beeinflussen. In dem Subli- 
mat hatten wir eine Substanz, die Eiwei8 koagulierte, in Lipoiden 
léslich ist und von der wir auch festgestellt hatten, daB es auf 

1) Uber die Hamolyse durch Quecksilber und Quecksilberverbindun- 
gen. (Verdffentlichungen aus dem Institut fiir experimentelle Therapie 
herausgeg. v. W. Kolle. 1920.) 
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EiweiBkérper stark entquellend wirkt. Es war somit die Még- 
lichkeit geboten, die eiweiBartigen Bestandteile des roten Blut- 
kérperchens zu beeinflussen, d. h. mehr oder weniger zu festigen, 
ohne, wie wir damals annahmen, die Struktur der Lipoide zu ver- 
aindern. Indem wir das Sublimat auf die Blutkérperchen in 
hyper- oder hypotonischen Lésungen wirken lieBen, konnten wir 
unter der Einwirkung osmotischer Kriafte ein Bild gewinnen, 
welches der Strukturbestandteile gegeniiber dem normalen Blut- 
kérperchen Abweichungen aufwies. 

Da uns auch andere Salze zur Verfiigung standen, welche 
sowohl EiweiBkérper als auch Lipoide fallen (CuCl,, FeCl,), da 
wir ferner mit Stoffen operieren konnten, die nur die Lipoide 
verindern (Saponin), so waren wir in der Lage, auf jedes der in 
Frage kommenden Strukturelemente zu wirken. Ultramikro- 
skopische Beobachtungen lehrten uns, daB sich die Veriinderungen 
im ultramikroskopischen Bild deutlich verfolgen lassen. Es war 
somit die von uns gewischte Méglichkeit geboten, die im Rea- 
gensglas sichtbaren Veranderungen an der Strukturiinderung im 
ultramikroskopischen Bild zu kontrollieren. 


Methodik. 

Es wurden 5% Hammelblutkérperchen in physiologischer Kochsalz- 
lésung mit den entsprechenden Mengen von in physiologischer Kochsalz- 
lésung geléstem HgCl, versetzt. Die angegebenen Konzentrationen beziehen 
sich auf Gewichtsprozente. 

Die ultramikroskopischen Untersuchungen wurden zunichst in der 
Zeissschen Quarzkammer, spiiterhin der Einfachheit halber auf Objekt- 
trigern unter einem Deckgliischen vollzogen. Die Versuchsresultate sind 
in beiden Fallen die gleichen, nur empfiehlt es sich, die Untersuchungen, 
insbesondere die auf Objekttriigern, nicht lange auszudehnen, sonst be- 
kommt man trotz Vorschaltung eines Trogs mit Kupfersulfatlisung wohl 
durch Verdunsten von Wasser infolge der Warmewirkung verzerrte Bilder. 
Ferner spielen nach Verdunsten des das Deckglischen tragenden Wassers 
auch Druckwirkungen des Deckglischens eine Rolle. Die Untersuchungen 
wurden sofort nach Sublimatzusatz und dann nach 24" Einwirkung des 
Wassers auf die mit HgCl, behandelten roten Blutkérperchen untersucht. 


Ehe wir in die Besprechung der Ergebnisse der ultramikro- 
skopischen Untersuchungen eintreten, mégen einige Uberlegungen 
vorausgeschickt werden iiber die Einwirkung des Sublimates. 
Es sei betont, da8 osmotische Einfliisse, an die man viel- 
leicht wegen der Zugabe des in physiolog. NaCl gelésten HgCl, 
denken kénnte, nicht in Betracht kommen. LEiner 0,58 proz. 
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NaCl (?/;, molekular) Lésung ist theoretisch (die Beeinflussung 
durch die geringe Ionisation des HgCl, nicht mit beriicksichtigt) 
isotonisch eine 5,4% HgCl,-Lésung. Umgerechnet auf 0,85% 
NaCl erhéht sich der Wert beim Sublimat auf 7,8%. Da wir die 
Untersuchungen in den HgCl, Konzentrationen 0,5% bis 0,0005% 
ausfihrten, kommen osmotische Uberdrucke nicht in Betracht. 
AuBerdem beweisen die Erscheinungen in den héheren HgCl, 
Konzentrationen, da8 Sublimat in die Zelle eindiffundiert. — Die 
Anschauung, daB bei den zu schildernden Verinderungen os- 
motische Wirkungen ausscheiden, wurde bestitigt durch 
die Untersuchung der Einwirkung von FeCl,- und CuCl,-Lé- 
sungen, die auf Grund von Gefrierpunktbestimmungen 
mit physiologischer Kochsalzlésung isotonisch waren. Wir 
konnten bei diesen isotonischen Lésungen im wesentlichen die 
gleichen Erscheinungen konstatieren, wie in den héheren Kon- 
zentrationen, die durch Zugabe von FeCl, oder CuCl, zu physio- 
logischer NaCl-Lésung bereitet waren. 

Untersucht man die Wirkung des Sublimates auf 5% Blut- 
kérperchenaufschwemmung, so findet man von HgCl, 1: 200 
bis HgCl, 1: 2400 im wesentlichen irreversible Hartung, d. h. 
die Blutkérperchen sind im Wasser nicht mehr himolysierbar, 
von HgCl, 1: 4000—HgCl, 1: 200000 Hiamolyse. Die Farbe der 
irreversibel gehirteten Blutkérperchen ist kaffeebraun. 

In Nachstehendem bedeutet +++ vollkommene, + -+ teil- 
weise, -+- geringe Himolyse. 

5% Blutkérperchen nach 1" Brutschrank, 24" Eisschrank. 


HgC 
1: 200 
1: 400 
1 ; 800 ° 
1 : 1200 irreversibel 
1: 1600 Spiirchen 

1: 2000 Spur 

1:2400 0 

1:4000 +++ 

1:8000 +++ 

1: 16000 +++ 

1:32000 +++ 

1;:40000 +++ 

1: 80000 ++ 

1: 100000 + 

Kontrolle 0 
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Untersucht man die Einwirkung des HgCl, auf ca. 1,6% 
Haimoglobinlésung in physiolog. NaCl, die ungefaihr einer 
5% Blutkérperchenaufschwemmung entspricht, so findet man 
bei den héheren HgCl,-Konzentrationen vollkommene Aus- 
fallung des Hamoglobins; tiber dem Niederschlag befindet sich 
eine farblose oder nur schwachgefirbte Flissigkeit: Von HgCl, 
1: 4000 ab werden die Niederschlige geringer, die tiberstehende 
Flissigkeit ist stark gefarbt. 

Einwirkung von HgCl, auf ca. 1,6% Hiamoglobinlésung 
in physiolog. NaCl. Es bedeuten (GG) vollkommene Aus- 
flockung, YG) teilweise Ausflockung, G) geringe Ausflockung. 

Sublimat —_ sofort 
1: 200 
: 800 
: 1600 
: 4000 
: 8000 
: 32000 : 
: 80000 Spiirchen 
: 200000 0 
:Kontr. 0 
Nach 24% fast das gleiche Bild. 


Aus dem Vergleich dieser beiden Tabellen ersieht man, daB 
im Bereiche der HgCl,-Konzentrationen, welche Blutkérperchen 
hirten das gesamte Hamoglobin der Haimoglobinlésung nieder- 
geschlagen wird; von der Konzentration HgCl, 1: 4000 ab, in 
der bei den Blutkérperchen die Hamolyse einsetzt, wird das 
Hamoglobin nur mehr teilweise oder nur in sehr geringem Grade 
gefallt, die tiberstehende Flissigkeit ist, wie bei der Blutkérper- 
chenhamolyse, stark gefirbt. Infolge der stark fallenden Wirkung 
des HgCl, in den Konzentrationen von 1: 200—1: 2400 kann 
also bei den Blutkérperchen auch keine Himolyse erwartet 
werden. 

Es wurde nun untersucht, welches Bild die Zonen der irre- 
versiblen Fallung und die der Hiimolyse im Ultramikroskop geben. 


tet et et 


Ultramikroskopische Untersuchung der irreversiblen Fallungszone. 

Untersucht man Blutkérperchen, die mit Sublimat innerhalb 
der irreversiblen Fiallungszone also von HgCl, 1: 200 — HgCl, 
1: 2400 behandelt sind, so beobachtet man, da8B die Blutscheiben 
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im Innern hellglanzende Strukturen (Kérnungen) aufweisen 
(s. Abb. 1). Dies kann nur so gedeutet werden, daB HgCl, ins Innere 
eingedrungen ist und die Innensubstanz koaguliert hat. 
Fir diese Koagulation kommen nur eiweiBartige Bestandteile, 
also vor allem Hamoglobin in Betracht, keineswegs aber Lipoide, 
da nach den Untersuchungen von Porges und Neubauer’), 
wie wir bestiatigen konnten, Lecithin oder Cholesterinsuspensionen 
durch HgCl, nicht ausgeflockt werden. Die so behandelten 
Blutkérperchen sind in Wasser nicht mehr léslich, die einzelnen 


Abb. 1, Abb. 2. Abb. 3. 


Strukturen quellen dabei héchstens und deformieren die blut- 
scheibenhafte Anordnung (s. Abb. 2); manchmal auch kommt 
es zur Ausbildung beliebig geformter Haufen. 

Der Einwand, da8 die sichtbaren Strukturen nicht im Innern 
der Scheiben ausgebildet seien, wird durch noch zu besprechende 
Versuche in niederen HgCl,-Konzentrationen entkraftet. In der- 
selben Zone findet man seltener noch strukturierte Blutscheiben 
mit traubenférmigen Anhangseln (s. Abb. 3). Es handelt sich 
hier vermutlich entweder um primar ausgetretene Substanz, die 
im Moment des Austrittes in der HgCl,haltigen AuBenflissigkeit 
koaguliert, oder um sekundaren Austritt bereits im Innern ko- 
agulierter Substanz, der durch die besonders bei Wasserzusatz 
erfolgende Quellung erméglicht wird. 


Die himolytische Zone. 
a) Erscheinungen an der Oberfliche. 

Geht man zur Untersuchung der himolytischen Zone des 
Sublimats tiber, so findet man wesentlich andere Erscheinungen. 
Schon in der irreversiblen Fallungszone beobachtet man an der 
Oberfliche vereinzelter Scheiben schlauchférmige, unbeweg- 
liche Gebilde. In der hamolytischen Zone sind sie jedoch fast 


1) Diese Zeitschr. 7, 1908. 
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regelmaBig, in den niederen Konzentrationen besonders deutlich 
vorhanden. Neben diesen findet man auch Gebilde von kugel- 
férmigem Aussehen. Beide erreichen oft eine 

weit tiber den Blutkérperchendurchmesser hinaus- 

gehende GréBe. (Abb. 4, 5, 6.) Diese schlauch- 

férmigen und blasigen Austreibungen haben auBer- 

ordentliche Ahnlichkeit mit dem sog. osmo- 

tischen Tang, den man erhalt, wenn man z. B. 

Krystalle von CuSO, in eine Lésung von Blut- Abb. 4. 
laugensalz wirft. Auch die Myelinformen, die beim Quellen 
von Lecithin in Wasser entstehen, erinnern sehr an diese Gebilde. 
Wir haben bereits ausgefiihrt, daB osmotische Wirkungen bei 


Abb. 5. 


unseren Versuchen nicht in Betracht kommen. Deshalb scheiden 
in diesem Falle Anaiogieschliisse im Zusammenhang mit dem 
osmotischen Tang von vornherein aus. Evtl. kiimen also Quellungs- 
erscheinungen in Betracht. Vergleichende Unter- 
suchungen in hypertonischen Lésungen, auf die 
wir, um nicht vorzugreifen, verweisen, lieBen uns 
zu der Uberzeugung kommen, daB die schlauch- 
férmigen und blasigen Austreibungen rein mecha- 
nisch durch den Austritt von Flissigkeit — Himo- 
globinlésung bei der Himolyse oder Wasser unter 
gewissen Bedingungen. bei osmotischem Wasserentzug — durch 
eine zahplastische, in ihrer Konsistenz schmierige Masse hindurch, 
zu erklaren sind. 

Untersucht man die Bestandteile der Blutkérperchen, die 


Abb. 6. 
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Lipoide und Hamoglobin, daraufhin, ob sie fiir diesen Zustand 
in Betracht kommen, so findet man, daB nur die ersteren diesen 
Bedingungen geniigen. Sie werden in ihrem Zustand, der beim 
Lecithin ein zahplastischer ist, nicht veraindert. Hamoglobin 
scheidet aus, da es durch HgCl, in héheren Konzentrationen, 
wo diese Austreibungen zuweilen auch beobachtet werden, ge- 
fallt wird. Das weniger hiufige Vorkommen in den héheren Kon- 
zentrationen ist eben darauf zuriickzufiihren, daB das Hamo- 
globin bereits innerhalb der Scheiben niedergeschlagen wird. 

Die gleichen schlauch- und blasenférmigen Gebilde, wie sie 
durch die Einwirkung des HgCl, entstehen, kénnen auch an alten 
Blutkérperchenaufschwemmungen in physiologischer Kochsalz- 
lésung, die bereits mehr oder weniger deutliche Hamolyse zeigen, 
beobachtet werden. Auch pathologische Blutkérperchen, 
einem perniziéds Animischen entnommen, zeigten neben 
anderen, Erscheinungen diese Austreibungen. 

In mittleren und niederen HgCl,-Konzentrationen 
trifft man oft massenhaft Schwirme von feinsten Teilchen oder 
von freien, fadenférmigen Gebilden. Ihr Durchmesser liegt weit 
unter der mikroskopischen Sichtbarkeit, wohl kleiner als 0,1 yu. 
Wir haben festgestellt, daB sie von Blutkérperchen abge- 
sprengt sind, denn ihre Entwicklung am Blutkérperchen 
konnte zeitlich verfolgt, das Absprengen von kleinsten 
Teilchen mit Sicherheit beobachtet werden. Auch die An- 
nahme, da8 die beschriebenen, freien, beweglichen kleinsten Teil- 
chen submikroskopische Mikroorganismen seien, hat sich 
nicht als stichhaltig erwiesen, denn ihre Form ist zu un- 
regelmaBig und zu wenig scharf umgrenzt. Die Farbungen mit 
Karbolfuchsin zeigten bei Sterilhaltung der Réhrchen keine 
Mikroorganismen. Die Beobachtung ihrer Entstehung und 
ihres Ergusses aus dem Blutkérperchen in die AuBenfliissigkeit 
machen obigen Schlu8 zwingend. 


b) Erscheinungen an der Innensubstanz. 

Die Wirkung des HgCl, auf die Innensubstanz der Blut- 
kérperchen unterscheidet sich in der himolytischen Zone eben- 
falls wesentlich von der irreversiblen Fallungszone. Wahrend wir 
in dieser derbe unbewegliche Strukturen beobachten, finden wir 
in jener feinkérnige Abscheidungen, die, soweit es der Platz 
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und die gegenseitige Lage gestatten, zihbeweglich sind (vgl. 
Abb. 7). 

In Bild 8 ist der Moment festgehalten, in dem diese feinen 
Gebilde die Blutscheibe verlassen. In den ersten Augen- 
blicken ging dieser Vorgang explosionsartig vor sich. Gewéhn- 
lich findet man diese Abscheidungen nur in den HgCl, Grenz- 
konzentrationen zwischen irreversibler Fillungs- und hiamoly- 
tischer Zone. In den niederen HgCl, Konzentrationen sind sie 
nur sehr selten. In diesen tritt an die Stelle der Strukturen eine 
vollkommen neue Erscheinung. Etwa von der Konzentration 
HgCl, 1: 32000 ab zieht sich konzentrisch zur Oberfliche der 
Blutkérperchen ein helleuchtendes, blasenférmiges, ge- 
schmeidiges Gebilde vom Rande zuriick, das wahrend der 
Beobachtung zusehends kleiner wird, um am Schlusse die GroBe 


Abb. 7. Abb. 8, 


eines im Innern der Scheibe tanzenden Kiigelchens zu er- 
reichen?). Durch Aufteilung dieses Gebildes kénnen dabei auch 
2—4 lebhaft bewegliche Ktigelchen entstehen (s. Abb. 5). 
Der Vorgang ist bei dieser Aufteilung der gleiche wie bei dem 
ungeteilten Gebilde. Zuerst zihbewegliche Trépfchen schrumpfen 
bis auf die GréBe der Kiigelchen zusammen, um von einer be- 
stimmten GréBe ab in lebhafte Bewegung zu geraten. Ist die 
Kontraktion so weit fortgeschritten, dann erlischt das Blut- 
kérperchen langsam. In dem zuriickbleibenden matten Ge- 
bilde, den ,,Schatten“, tanzen die Kiigelchen noch lange Zeit. 
DaB dieser Vorgang im Innern der Blutkérperchen statt- 
findet, ersieht man aus dem konzentrischen Zuriickweichen des 
Gebildes. Wide es sich um eine Erscheinung an der Oberfliche 
handeln, so ware es nicht wahrscheinlich, daB sie konzentrisch 
zum Rande der Scheibe verliefe. DaB die beschriebenen Kiigel- 

1) Dieser Vorgang zeigt je nach der Blutart recht erhebliche Abweichun- 


gen; er spielt sich z. B. bei Menschenblutkérperchen, wie sich aus den Unter- 
suchungen von Dr. Salén an unserem Institut ergibt, anders ab. 
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chen im Innern der Scheiben tanzen, erkennt man daran, daB 
sie sehr oft am inneren Rande der Scheibe abprallen. Wiren 
es Erscheinungen an der Oberflache, so miiBten sich die Kiigelchen, 
wenn sie am Aquator der Scheibe angelangt sind, als Aus- 
wélbungen abzeichnen, was nicht der Fall ist. Das Erléschen 
der Scheiben geht ohne besondere Erscheinungen in der Um- 
gebung derselben vor sich. In der hamolytischen Zone liegen 
eben Sublimatkonzentrationen vor, die das austretende Hamo- 
globin nicht fallen. 


Diskussion der Beobachtungen. 


Eine Untersuchung aller bis jetzt beschriebenen Vorginge 
lieB uns zu folgenden SchluBfolgerungen kommen: 

Sublimat ist in der Oberflache der Scheiben léslich, 
denn es hat Gelegenheit, ins Innere der Scheiben vorzudringen. 
Dort ruft es je nach seiner Konzentration verschiedene Er- 
scheinungen hervor. In den hohen Konzentrationen werden die 
eiweiBartigen Bestandteile sofort an Ort und Stelle ausgefallt: 
grobe Strukturen; Gebiet der irreversiblen Fallungszone. 

Den Ubergang zur hamolytischen Zone bilden feinkérnige Aus- 
flockungen mit geringer Brownscher Bewegung (Ubergangszone). 

In der eigentlichen himolytischen Zone wirkt das HgCl, 
nicht mehr fallend auf die Innenbestandteile, sondern ent- 
quellend. Das beschriebene, sich zusammenziehende Gebilde 
gleicht einer Blase, die mit einem diinnen Oberflichenhautchen 
versehen ist. Ob dieses Hautchen bereits vorgebildet ist, oder ob 
es sich unter der Einwirkung des HgCl, erst bildet, lat sich auf 
Grund dieses Versuches nicht entscheiden. 

Die Kontraktion einer solchen angenommenen inneren 
Blase ist nur méglich, wenn die Flissigkeit herausgepreBt wird. 

Das Produkt des Vorganges, das tanzende Kiigelchen, 
ist sehr dicht oder besitzt einen besonders starken Brechungs- 
koeffizienten, denn es leuchtet sehr hell auf und unterscheidet 
sich wesentlich von der Beleuchtung der Oberfliche. DaB es 
sich in einem flissigen Medium befindet, beweist die leb- 
hafte Bewegung desselben. Manchmal kommen die Kigel- 
chen mit dem Erléschen der Scheibe zur Ruhe und verschwinden 
scheinbar, in Wirklichkeit lagern sie sich, wie einzelne Beobach- 
tungen ergaben, der Wandung der Scheibe an, so daB sie un- 
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sichtbar werden. Normalerweise bleiben sie jedoch dauernd in 
Bewegung. 

Diese Erscheinungen zwingen, wie gesagt, zu dem SchluB, 
daB die eiweiBartigen Bestandteile des Innern fliissig sind. Da 
das Verhaltnis von H, O zu Hamoglobin nach Abderhalden 
wie 2: 1 ist, so muB die Lésung recht viscés sein. 

Hamolysiert man reinen Blutkérperchenbrei mit einem 
Tropfen Arachnolysin oder 3—4 Tropfen Saponin, so erhilt 
man zahfliissige, vollkommen durchsichtige Massen, die in ihrer 
Konsistenz zwischen einer zihen Lésung und einer diinnen, noch 
nicht formbestindigen Gallerte stehen. 

Noch besteht eine gewisse Unstimmigkeit zwischen der sehr 
lebhaften Brownschen Bewegung der ,,tanzenden Kiigelchen“ 
und der Viscositét der Himoglobinlésung; wir miBten denn das 
tanzende Kiigelchen als sehr klein ansehen. 

Die Erscheinung der Kontraktion der Blase erlaubt auch 
Schliisse zu ziehen, ob bei den Blutkérperchen von einem inneren 
festen Geriist gesprochen werden kann. Eine solche Annahme 
vertragt sich wenig mit der verhiltnismaBig schnellen — der 
Vorgang spielt sich beispielsweise in HgCl, 1: 32 000 in 5—10 Min. 
ab — und vollkommen gleichmaBigen Kontraktion. 
Ware das sich kontrahierende Gebilde Geriist, so miiBte es sich 
durch Ausbuchtungen usw. bemerkbar machen, denn es kénnte 
sich vermutlich nicht so gleichmaBig kontrahieren, wie es das 
ganze Gebilde tut. Das Endprodukt der Kontraktion, das tan- 
zende Kiigelchen, wire auch viel zu klein bei Annahme eines 
selbst sehr zarten Geriistes. 

Auf Grund unserer Beobachtungen haben wir uns von der 
Sublimathaimolyse folgendes Bild gemacht: Die Hiaimolyse geht 
in 3 Stufen vor sich. 

1. Auflésung des HgCl, in der Oberfliche. 

2. Kontraktion einer entweder bereits vorgebildeten oder 
sich erst durch die Einwirkung des Hg(l, bildenden Blase an der 
Innenseite der Membran. Gleichzeitig mehr oder weniger voll- 
kommene Auspressung des fliissigen Inhalts einschlieBlich der 
Hamoglobinlésung. 

3. Die durch die Kontraktion frei gewordenen flissigen 
Bestandteile verlassen die Blutkérperchenscheibe durch die 
verletzte Oberfliche unter Schlauch- und Blasenbildung. 
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Uber den Temperaturkoeffizienten der H,0.-Spaltung 
durch Fettkatalase. 


Von 
E. Nordefeldt. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitaét Stockholm.) 
(Hingegangen am 24, Juni 1920.) 


Bei einigen Enzymen sind chemische Unterschiede je nach 
der Herkunft mit Sicherheit nachgewiesen, z. B. bei Lipasen, 
Amylasen und (hinsichtlich der Temperaturstabilitaét) bei 
Saccharasen. 

Bei der Katalase glaubt O.Loew') zwei verschiedene 
Arten, «-Katalase und f-Katalase, gefunden zu haben. Anderer- 
seits scheinen mehrere in den Arbeiten von Waentig und Steche?) 
angegebene physikalisch-chemische Tatsachen dafiir zu sprechen, 
daB die Katalasen verschiedenen Ursprunges identisch sind. 

Auf Prof. Eulers Anregung habe ich den Temperatur- 
koeffizienten der Fettkatalase bestimmt, um zu untersuchen, 
ob in dieser Hinsicht eine Verschiedenheit gegeniiber Blutkatalase 
aufzuweisen wire. 

Theoretisches. 

Senter*) betont, daB die Reaktion 2H,O, + Katalase ==> 
2H,O + O,+ Katalase in groBer Verdiinnung eine Reaktion 
erster Ordnung sei. Waentig und Steche sind zum Resultate 
gekommen, da8B die Reaktion nicht genau eine solche erster 
Ordnung sei, sich aber in groBer Verdiinnung einer solchen ziem- 
lich nahere. 

Wenn die Reaktion erster Ordnung ist, muB die katalytische 
Wasserstoffperoxydzersetzung folgenden Bedingungen geniigen: 


dC 
sagen 9Os, 


1) U.S. Department of Agriculture. Report No. 68. 1901. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 7%, 226. 1911; %6, 177. 1911; 79, 446. 
1912; 83, 315. 1913. 

8) Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 257. 1903. 
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wo C; die Konzentration zur Zeit ¢ und k’ die Geschwindigkeits- 
konstante der Reaktion bedeuten. Durch Integration erhailt man 


hieraus 
1 Ca ei 1 Cx 
K ond a ® oder 4343 K=k rere ogc ° (1) 
Formeln fiir die Beziehung zwischen Geschwindigkeitskonstante 
und Temperatur bei einer chemischen Umsetzung haben van 
’tHoff und Arrhenius aus theoretischen Griinden hergeleitet. 


Die Arrheniussche Formel lautet: 
A(T, - 7;) 


leg = bey eB T° Ts, (2) 
wo A den Temperaturkoeffizient bedeutet, R die Gaskonstante, 
k, und & die den absoluten Temperaturen 7’, und 7’, zuge- 
hérigen Geschwindigkeitskoeffizienten und e die Basis des natiir- 
lichen Logarithmensystems. 

Mit Benutzung der Formel (1) habe ich die Werte von k, 
und &, bestimmt, wonach A aus Formel (2) berechnet wurde. 

Die stérende Einwirkung der organischen Substanz beim 
Titrieren kann vernachlissigt werden, da eine stark verdiinnte 
Kaliumpermanganatlisung die organischen Bestandteile der 
Katalase bei niedriger Temperatur fast gar nicht oxydiert. Weil 
also die verbrauchte Permanganatlésung dem unzersetzten 
Wasserstoffsuperoxyd proportional ist, kénnen ihre Volumina 
bei zwei Ablesungen mit dem Zeitintervall t, — ¢, Minuten in 
Formel (1) als Zaihler und Nenner eingesetzt werden, wodurch k 
fiir diese Temperatur erhalten wird. 

Wenn R = 2 gesetzt wird, findet man durch Transformierung 
der Formel (2): 


log (7+) «7, +%,+3 


0,4343(7, — 7) ’ 


A= 





woraus in den folgenden Tabellen A berechnet ist. 


Experimentelles. 


Die Katalase wurde aus frischem, geschabtem und zer- 
schnittenem Schweinsnierenfett hergestellt. Dieses wurde mit 
dem gleichen Gewicht lauwarmen Wassers und etwas Seesand 
durchgeknetet, wonach das Gemisch drei Stunden bei 30° sich 
selbst tiberlassen wurde. Nach dem Erkalten wurde das Extrakt 








238 E. Nordefeldt: 


abgegossen, auf 0° abgekihlt und filtriert und mit einem Ge- 
misch aus 5 Volumina 96proz. Alkohol und 1 Volumen 
Ather gefallt. Nach dem Absetzen wurde der briunliche Nieder- 
schlag im Biichnertrichter gesammelt, mit einem Gemisch 
aus absolutem Alkohol und etwas Ather ausgewaschen und im 
Vakuumexsiccator itiber festem Kaliumhydroxyd getrocknet. 
Hiervon wurde zu jedem Versuch eine abgewogene Menge 
Katalase mit einem Liter destillierten Wassers beigesetzt und 
geschiittelt und nach stundenlangem Stehen filtriert. 

Der Wasserstoff peroxyd (Mercks Perhydrol) wurde mit 
destilliertem Wasser zur Konzentration "/,) versetzt. 

Nachdem die beiden Lésungen im Thermostaten die ge- 
wiinschte Temperatur angenommen hatten, wurden sie darin 
miteinander gemischt und der Gang der Katalyse dadurch ver- 
folgt, daB von Zeit zu Zeit Proben mit einer Pipette aufgenommen 
und nach Versetzen mit Schwefelsiure, mit Kaliumpermanganat- 
lésung titriert wurden. 

Die Mischungen von Katalaselésung und Wasserstoffperoxyd 
zeigten sich beim Priifen mit p-Nitrophenol, Phenolphthalein und 
Lackmus neutral. 

Resultate. 
Die Resultate der Versuche sind in den folgenden Tabellen zusammen- 
faBt. 
Yorsuch 1. Katalaselésung = 0,2 g Katalase im Liter. 
H,0,-Lésung = "/59. 
KMn0,-Lésung = ®/55 . 
1 Vol. Katalaselisung +- 1 Vol. H,O,-Lésung in Mischung. 
a) Temp. 0°. 
Zeit (Minuten) 40 50 60 70 80 
Mischung (ccm).... 50 50 50 50 50 50 
KMn0O, (cem) 354 95 7,1 54 4,1 30 
k (berechnet) 143 140 136 134 134 Mittel k = 137. 
b) Temp. 19°. 
20 ~3=—30 
Mischung ... 50 50 50 
2443 68 3,6 
277 +276 ~=Mittel k = 276. 
Hiervon berechnet A = 6037. 
Versuch 2. Katalase = 0,2 g im Liter. 
H,0, = "/59- 
KMn0, = "/eo9- 
1 Vol. Katalase + 1 Vol. H,0,. 
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a) Temp. 0°. 
0 18 28 38 50 58 78 88 
200 20 20 20 20 20 2 2 
60,0 53,8 49,2 46,2 44,0 41,9 37,6 36,6 
26 31 30 27 27 26 24 Mittel k= 27, 


BB 6B. 6 0 6. te Se SS 
Mischung 50 50 50 50 50 50 20 2 20 20 20 20 
KMn0, .. 148,0 123,0 107,8 96,0 86,0 78,0 29,3 28,0 26,9 24,9 23,9 22,1 
62 60 57 55 53 49 48 47 #45 45 43 
Mittel k = 51. Hiervon berechnet A = 6093. 


Versuch 3. Katalase = 0,1 g im Liter. 
H,0, = "/s0- 
KMn0O, = "/190- 
1 Vol. Katalase + 1 Vol. H,O,. 


a) Temp. 0°. 
10 20 #31 46 
20 20 20 2 
17,45 14,05 114 92 7,5 
94 92 90 80 Mittel k = 89. 


8 28 38 
Mischang ... 20 20 20 20 
KMn0O, 19,6 14,1 6,4 4,4 
179 174 171 Mittel k= 175. 
Hiervon berechnet A = 6155. 


Versuch 4. Katalase = 0,1 g im Liter. 
H,0, = "/50 
KMn0O, = "/100 - 
1 Vol. Katalase + 1 Vol. H,0,. 
a) Temp. 0,5°. 
20 30 40 
20 2 2 


18,85 17,4 15,9 14,7 13,6 
37 36 35 Mittel k= 36, 


10 20 30 40 
20 20 20 20 
17,50 14,70 12,65 11,15 9,87 
76 70 65 62 Mittel k = 68. 
Hiervon berechnet A = 6114. 
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Versuch 5. Katalase = 0,1 g im Liter. 

H,0, = "/s0- 
KMn0O, = ®/;00 - 

1 Vol. Katalase + 1 Vol. H,0,. 

a) Temp. 0°. 
10 20 30 40 
20 20 20 20 
15,12 11,62 905 7,02 5,87 
114 112 111 ~~ = 108 Mitte! k = 110 


10 20 30 40 
20 20 20 
12,200 7,48 455 2,98 2,00 
212 214 204 # 196 Mittel k = 207. 
Hiervon berechnet A = 6146. 


Mittel dieser fiinf Werte: A = 6100 + 100. 


Zusammenfassung. 
Fir die H,O,-Spaltung durch Fettkatalase wurde die Kon- 


stante A der Arrheniusschen Temperaturformel bestimmt. 
Hierbei wurde fiir das Intervall 0°—19° der Wert A = 6100 + 100 


gefunden, wahrend sich aus Senters mit Blutkatalase ermit- 
telten Zahlen ca. 6200 ergibt. 

Die kleine Verschiedenheit 148t sich durch Versuchsfehler 
und methodische Ungleichheiten erkliaren. Ein Unterschied 
zwischen beiden Katalasen lieB sich also in dieser Hinsicht 
nicht nachweisen. 





Uber die Bestimmungen des Blutkérperchenvolumens. 


Von 
Rich. Ege. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Hingegangen am 27. Juni 1920.) 


Bei Untersuchungen iiber die Stoffverteilung zwischen dem 
Plasma und den roten Blutkérperchen stéBt man auf die Schwie- 
rigkeit, daB es nur selten gelingt, mit einer durchaus plasma- 
freien Blutkérperchenmasse zu arbeiten; sei es, da&8 man das 
Gesamtblut und das Plasma oder eine mehr oder minder 
dicht abzentrifugierte Blutkérperchenaufschlemmung und das 
Plasma analysiert, um daraus zu berechnen, in welcher Konzen- 
tration der gesuchte Stoff in den Blutkérperchen vorhanden ist, 
so muB man daher das absolute Volumen der Blutkérperchen 
kennen. : 

Es gibt nun eine Reihe Methoden zur Bestimmung des Ge- 
samtvolumens der Blutkérperchen: diese Methoden habe ich 
durchgepriift und unter sich verglichen. 

Die untersuchten Metheden waren folgende: 

1. Die Leitungsvermégen-Methode (Berechnung des Blut- 
kérperchenvolumens durch Vergleichung zwischen dem Leitungs- 
vermégen des Plasmas und des Gesamtblutes). 

2. Bleibtreus Methode. 

3. Stewarts colorimetrische Methode. 

4. Die Himatokrit-Methode. 

Was fiir meine Untersuchungen besonders Interesse hatte, 
war, mittels einer Methode, die einen absoluten Wert des Blut- 
kérperchenvolumens ergab, zu untersuchen, wie groB der bei der 
Zentrifugiermethode vorliegende Fehler unter bes‘immten 
Verhiltnissen sei, um dann diese Bestimmung als Korrektur der 
Zentrifugierbestimmungen zu benutzen4). 

1) Praktisch gesprochen sind alle, welche die Zentrifugierung zur Be- 
stimmung des Blutkérperchenvolumens benutzt haben, Cariiber einig, 

16* 
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Ich werde indessen diese Versuche nur so kurz wie méglich 
besprechen, indem eine nihere Durchnahme der Literatur ge- 
zeigt hat, daB die Zentrifugierungsmethode unter bestimmten 
Verhiltnissen Werte des tatsachlichen Blutkérperchenvolumens 
ergeben miisse. Ich denke hier an Koeppes Beobachtung des 
Ubergangs der Blutkérperchen von Deckfarbe zu Lackfarbe bei 
hinreichend schneller (und langwieriger) Zentrifugierung'). Diese 
Erscheinung betrachtet Koeppe als einen Beweis davon, daB 
die einzelnen Blutkérperchen nebeneinanderliegen ohne die 
geringste Spur von Plasma dazwischen, was noch durch die 
mikroskopische Untersuchung bestiitigt wurde, durch die es sich 
zeigte, daB die Blutkérperchen regelmaBig sechseckig waren. 

Diese Deutung ist ganz unzweifelhaft richtig; wenn ich 
nichtsdestoweniger die Versuche bespreche, die ich angestellt 
habe, und die eben das Resultat ergaben, daB eine Hamotokrit- 
bestimmung das tatsichliche Blutkérperchenvolumen ergeben 
konnte, so stéht das u. a. mit dem Umstand in Verbindung, daB 
Gryns die Richtigkeit von Koeppes Schlu8folgerung bestrei- 
tet). 

1, Die Bestimmung bei der Leitungsvermégensmessung be- 
ruht auf der von Roth*), Bugarszky und Tangel*) sowie von 
Stewart) festgestellten Tatsache, daB das Plasma den elek- 
trischen Strom gut, die Blutkérperchen denselben aber sehr 
schlecht leiten; infolgedessen wird das Gesamtblut schlechter 
leiten als das Plasma und um so viel schlechter, je mehr Blut- 
kérperchen vorhanden sind. 

Auf rein empirischem Wege haben Bugarszky und Tangl 
sowie Stewart eine Formel aufgestellt, nach der das Blutkérper- 


daB die Methode nicht den absoluten Wert des Blutkérperchenvolumens 
ergibt. Wieviel Plasma aber annehmbar noch zwischen den Blutkérperchen 
vorhanden ist, wird recht verschieden angegeben. Kozawa veranschlagt 
rein mutmaBlich die Plasmamenge, die nach einer Zentrifugierung bis auf 
das konstante Volumen noch unter den Blutkérperchen vorhanden ist, 
zu 10%. — Siehe gleichfalls Hedin, Skand. Archiv V. 1895 und Franckel, 
Zeitschr. f. klin. Med. 52, 1904. 
~ >) Pfliigers Archiv 107. 1905. 

*) Pfliigers Archiv 109, 1905. 

8) Zentralbl. f. Physiol. 11. 1897. 

*) Zentralbl. f. Physiol. 11. 1897. 

5) Journ. of Physiology 24. 1899. 
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volumen sich aus Leitungsvermégensmessungen in Plasma 
und Gesamtblut berechnen lé8t. Oker Blom!) hat eine 
wesentliche theoretische Stiitze fiir diese Methode geliefert 
durch seine Untersuchungen iiber das Leitungsvermégen von 
Salzlésungen, in welche Sandkérner suspendiert waren, indem 
er fand, daB die Herabsetzung des Leitungsvermégens nur eine 
Funktion des gesamten Volumens der Sandkérner sei, waihrend 
sie von der GréBe der Sandkérner (innerhalb recht weiter Grenzen) 
unabhingig war. Oker Blom und Frianckel?) haben Kurven 
angegeben, mittels derer man aus dem Verhiltnis zwischen dem 
Leitungsvermégen des Serums und des Blutes das Blutkérperchen- 
volumen ablesen kann. 

Nach Oker Bloms Untersuchungen ist man geneigt, an- 
zunehmen, daB die gegebene Kurve auf verschiedene Blutsorten 
mtBte angewendet werden kénnen; man muB sich indessen er- 
innern, da8 die Blutkérperchen nicht mit indifferenten Sand- 
k6érnern parallelisiert werden kénnen; die Frage von der Permea- 
bilitét der Blutkérperchen gegeniiber Ionen ist noch immer ein 
sehr strittiges Problem; es ist aber nicht zu bezweifeln, daB die 
Blutkérperchen gegeniiber gewissen Ionen permeabel sind; &n- 
dert sich diese Permeabilitat, so ist es méglich, daB dieselbe Kurve 
sich nicht einmal gegeniiber derselben Blutsorte benutzen liBt. 

Wie dem nun auch sei, so wiesen meine Versuche eine einiger- 
maBen gute Ubereinstimmung auf zwischen dem durch die Himato- 
kritmethode gefundenen und dem mittels der Frinckelschen 
Kurve aus dem Leitungsvermégen berechneten Blutkérperchen- 
volumen auf, solange mit defibriniertem Blut gearbeitet wurde; 
dagegen ergaben sich recht grobe Differenzen, wenn ich 
Fluornatrium- oder Oxalatblut benutzte. Solange die Me- 
thode noch nicht weiter durchpriift worden ist, glaube ich daher 
nicht, daB es geraten ist, sie bei allen Blutsorten zu benutzen; 
da die Methode zudem weder besonders leicht, noch genau ist, 
wird sie kaum eine gréBere Rolle spielen. 

2. Bleibtreus Methode*): Eine bekannte Blutmenge 
wird mit einer bekannten Menge isotonischer Salzlésung ver- 
diinnt; wird der Stickstoffgehalt des urspriinglichen Plasmas 


1) Pfliigers Archiv 79. 510. 1900. 
*) Frinckel, Zeitschr. f. klin. Med. 52. 1904. 
8) Pfliigers Arch. 51. 1892. 
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und des Salzplasmas bestimmt, so kann man das Blutkérperchen- 
volumen aus einer einfachen Gleichung berechnen. Bei zwei 
verschiedenen Verdiinnungen erhalt man 3 Gleichungen zur Be- 
stimmung des Blutkérperchenvolumens. Die Bestimmungen miis- 
sen natiirlicherweise unter sich tibereinstimmen; von der Kontrolle 
abgesehen, die man in der Weise erhilt, habe ich die Methode 
durch Vergleichung mit Hamatokritbestimmungen kontrolliert. 

Uber die Bleibtreusche Methode besitzen wir eine ganze 
Literatur’). Die meisten von den Einwinden, die gegen die 
Methode erhoben worden sind, beruhen auf dem Umstand, daB 
Bleibtreu als Verdiinnungsflissigkeit eine 0,6proz. NaCl- 
Lésung anwandte, und daB die Methode in dem Falle irrtiimliche 
Werte ergeben muB8, ist einleuchtend; dagegen muBte man von 
vornherein geneigt sein, anzunehmen, daB die Methode bei einer 
Verdiinnung mit einer isotonischen Lésung korrekt sei. Der 
einzige Einwand, den man sofort gegen die Methode erheben kann, 
ist, daB die Blutkérperchen stickstoffhaltige Krystalloide (z. B. 
Harnstoff) enthalten, die ausdiffundieren kénnen und werden, 
sobald das Plasma mit der Salzlésung verdiinnt wird; es handelt 
sich jedoch um so kleine Mengen, daB es kaum zu ernsthaften 
Fehlern fahren wird. 

Hedin?) und Scott*) haben Verhiltnisse beobachtet, die, 
falls sie richtig sind, durchaus die Unbrauchbarkeit der Methode 
beweisen. Da die von Hedin und Scott gefundenen Verhilt- 
nisse. miteinander direkt in Widerspruch sind, mu8 man sich 
ihren Versuchen gegentiber gewiB recht skeptisch verhalten. 

_Hedin findet, daB fast der gesamte Proteinstoff bei Ver- 
diinnung mit 2—3 Vol. 0,9 proz. NaCl vom Plasma verschwinden 
kann und schreibt daher: ,,Ich halte es somit fir sichergestellt, 
daB die Blutkérperchen unter gewissen Bedingungen Stickstoff 
aus den serésen Flissigkeiten aufnehmen. Die Wanderungen 
der EiweiBkérper beruhen auf Verhiltnissen, die wir. vorlaufig 
nicht kennen.“ 

1) Fir die Methode: Lange, Pfliigers Arch. 5%, Wendelstadt 
u. Bleibtreu, Pfliigers Arch. 52, Bleibtreu, Pfliigers Arch. 54. — 
Gegen die Methode: Hamburger, Zeitachr. f. Physiol. 1893; Eykman, 
Pfliigers Arch. 60, 1895; Biernachi, Zeitschr. f. phys. Chemie 19. 1894; 
Hedin, Pfliigers Arch. 60. 1895. 

*) Pfliigers Arch. 60. 

8) Scott, Journ. of Physiol. 50. 1915—16. 
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In Ubereinstimmung damit findet Hedin, daB Bleibtreus 
Methode unzuverlissige Werte des Blutkérperchenvolumens 
ergibt. . 

Scott kommt zu demselben Resultat, seine Versuche be- 
sagen aber, daB, je nachdem das Blut mit 0,9proz. NaCl ver- 
dinnt wird, sowohl Protein-Stickstoff als Nichtprotein-Stick- 
stoff aus den Blutkérperchen in die Salzlésung diffundieren. 
Beide behaupten daher, daB der Proteinstoff durch das Blut- 
kérperchenhautchen diffundieren kénnen, mu8 eine Behauptung, 
die allerdings von Hamburger und Stewart unterstiitzt wird, 
im tibrigen aber der allgemeinen Auffassung von der Natur des 
Blutkérperchenhautchens widerspricht. 

Die Untersuchungen, die ich iiber die Bleibtreusche Me- 
thode angestellt habe, itberzeugten mich schnell davon, da8 
die Methode unbrauchbar sei. 

Die Werte, welche man findet, je nachdem man das eine oder 
das andere Verdiinnungsverhiltnis benutzt, differieren oft ganz 
auBerordentlich viel, wie diese Werte sich oft sehr von dem wahren 
Blutkérperchenvolumen unterscheiden (siehe unten). 

Die wesentlichsten Fehlerquellen sind meiner Meinung nach 
folgende : 

1. Ausdiffundieren von stickstoffhaltigen Krystalloiden 
wahrend der Verdiinnung. 

2. Die Verdiinnungsflissigkeit wirkt abandernd auf das 
Blutkérperchenvolumen; so bewirkt eine 0,9 proz. NaCl-Lésung, 
wie in einem spiteren Aufsatz gezeigt werden soll, ein Anschwellen 
der Blutkérperchen. 

3. Die Formel, nach der das Blutkérperchenvolumen sich 
berechnen la8t, ist von einer solchen Beschaffenheit, daB8 auch 
ganz kleine Fehler der Stickstoffbestimmungen einen sehr groBen 
EinfluB auf das Resultat ausiiben kénnen. 

3. SchlieBlich fiihre ich einige Versuclie an, in denen ein 
Vergleich angestellt wurde zwischen einer von Stewart ange- 
gebenen colorimetrischen Methode und der Hamatokritmethode. 

Stewarts Methode: Eine bekannte Menge Blut wird 
zentrifugiert; das blutkérperchenfreie Plasma wird so genau wie 
méglich abpipettiert; darin wird etwas Himoglobin gelést; eine 
bekannte Menge der gefirbten Lésung wird zu dem itibrig- 
gebliebenen Blutkérperchenbrei gesetzt, dessen Volumen bekannt 
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ist. Die Mischung wird wieder zentrifugiert und das gefirbte 
Plasma abpipettiert, durch Vergleich zwischen der Farbenstarke 
des zugesefzten und abpipettierten Plasmas berechnet man, 
wieviel Plasma noch in dem Blutkérperchenbrei vorhanden war. 
Gegen diese Methode 148t sich kaum ein Einwand erheben — 
wenn man nur die Zeit von dem Zusatze des gefirbten Plasmas 
bis zu dessen Abpipettierung hinreichend kurz sein laBt, so daB 
keine spontane Hamolyse stattfinden kann; der gefundene Wert 
muB8 daher das wahre Blutkérperchenvolumen darstellen, was 
Stewart noch durch einen Vergleich zwischen dieser Methode 
und Hoppe - Seylers Fibrinogenmethode nachgewiesen hat. 

Die Methode ist jedoch recht schwer und nicht anwendbar, 
wenn man nicht recht groBe Blutmengen zur Verfiigung hat; 
ich habe daher die Methode nicht in den eigentlichen Versuchen 
benutzt, sondern sie nur angewandt, um zu untersuchen, ob die 
Hamatokritmethode Werte ergebe, denen systematische Fehler 
anhaften, wie dies im allgemeinen angenommen wird, und um 
in dem Falle festzustellen, wie groB dieser Fehler ist. 

Es widersprach daher Meinem Erwarten, daB die Versuche 
zu dem Resultat fiihrten, daB zwischen den Hamatokritbestim- 
mungen und den bei Anwendung der Stewartschen Methode 
gefundenen Werten kein systematischer Unterschied bestand. 

Setzen wir den Hamatokritwert = 100, so erhalten wir fol- 
gende mittlere Zahlen der Stewartschen Methode (Durchschnitt 
von 5 Bestimmungen) 

100,2 + 1,17. 


In den obenerwahnten Versuchen wurde bis auf absolutes 
konstantes Volumen zentrifugiert, was mit einzelnen Blutproben 
in 1—1*/, Stunden, mit anderen dagegen erst nach 4—6 Stunden 
erzielt wurde?). 


1) Bugarszky und Tang! finden, daB das Leitungsvermégen in 
einer Blutkérperchenaufschwemmung vermindert wird, je linger zentri- 
fugiert wird, bis man zu einem konstanten Wert kommt, in der Regel 
nach etwa 6 Stunden, in einzelnen Versuchen erst nach 48 Stunden. Dies 
ist ein Beweis davon, daB es mindestens 48 Stunden dauern kann, bevor 
das Plasma vollstandig verdringt worden ist. Der Versuch l4Bt sich je- 
doch, wie aus dem folgenden hervorgehen wird, nicht direkt mit den oben- 
genannten Bestimmungen vergleichen, da die Zeit, welche zum quantitativen 
Herabzentrifugieren der Blutkérperchen verbraucht wird, von der GréBe 
der Probe abhiingig ist. 
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Das Zentrifugieren fand statt in diinnen Haimatokritréhren. 
Ein sicheres Anzeichen dafiir, daB die Blutkérperchen soweit 
wie méglich hinabzentrifugiert worden sind, hat man an der Ver- 
anderung, die in dem Falle mit der Blutkérperchensiule statt- 
findet. Das Zentrifugieren ist fertig, wenn die Blutkérperchen- 
siule durchsichtig geworden ist, wovon man sich am leichtesten 
iiberzeugt, indem man untersucht, ob es méglich ist, die Ein- 
teilungen und Zahlen der Himatokritréhre durch die Blut- 
kérperchensiule zu sehen. 

Der theoretischen Bedeutung dieser Erscheinung hatte ich 
keine Aufmerksamkeit gewidmet, bevor ich Koeppes Abhand- 
lung las; da® er recht hat, wenn er behauptet, daB der Uber- 
gang von Deckfarbe zu Lackfarbe bedeuten muB, daB die gesamte 
Flissigkeit, die zwischen den Blutkérperehen vorhanden war, 
herausgepreBt sein muB, und da eine solche Hamatokrit- 
bestimmung daher das wahre Volumen der Blutkérperchen er- 
geben muB — dariiber hege ich keinen Zweifel. Einen Beweis 
dafir hat man an der obengenannten Ubereinstimmung mit 
der Stewartschen Methode. 

Dagegen ist er weniger erfolgreich in der Erérterung, ob es 
méglich ist, daB der gefundene Wert des Blutkérperchenvolumens 
zu klein sein kann wegen des hydrostatischen Uberdruckes, der 
wahrend der Zentrifugierung in den Zentrifugenglasern entsteht. 
Koeppe kommt zu dem Resultat, daB der Druck, der auf der 
Blutkérperchensiule ruht, kleiner ist als der osmotische Druck 
der Blutkérperchen; es wird daher kein Wasser aus dem Blut- 
kérperchen herausgepreBt werden kénnen. Dazu macht Gryns 
die vollstiindige korrekte Bemerkung, da8 der osmotische Druck 
inner- und auferhalb der Blutkérperchen derselbe ist, und be- 
hauptet daher, daB der geringste hydrostatische Uberdruck 
geniigen wird, um Wasser aus den Blutkérperchen herauszu- 
pressen; wenn er aber daraus schlieBt, daB das Zentrifugieren 
zur Folge haben wird, da8 das Wasser in derselben Weise aus den 
Blutkérperchen herausgepreBt wird, wie man aus einem Schwamm 
Wasser herauspressen kann, so ist dies nicht richtig. Es ist nim- 
lich nicht nur der osmotische Druck, der innerhalb und auBer- 
halb der Blutkérperchen der gleiche ist; dasselbe gilt natirlicher- 
weise von dem hydrostatischen Druck. Es ist daher nicht zu 
befiirchten, da8 das Zentrifugieren so kraftig und langwierig 
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sein kann, daB die Blutkérperchen aus dem Grunde bis auf ein 
kleineres Volumen zusammengedriickt werden kénnen, als sie 
normaliter einnehmen. Dieses theoretische Rasonnement wird, 
wie gesagt, durch meine Versuche unterstiitzt. 

Man muB gleichfalls erwarten, daB die Blutkérperchen, ohne 
entzweizugehen, ein so kraftiges Zentrifugieren ertragen kénnen. 
Der einzige schwache Punkt liegt in dem verschiedenen spezi- 
fischen Gewicht der verschiedenen Bestandteile des Blutkérper- 
chens (Stroma kontra Inhalt). Besteht ein Unterschied im spezi- 
fischen Gewicht, so wird das Zentrifugieren die Bestandteile ihren 
spezifischen Gewichten gem&éB voneinander zu trennen suchen. 
Da es indessen nach Koeppe?) auch bei sehr langwierigem und 
schnellem Zentrifugieren- nicht méglich ist, die ,, Blutkérperchen- 
schatten“ herabzuzentrifugieren, scheint eine solche Annahme 
hinfallig zu sein, Es ist daher kaum zu bezweifeln, da8 die Hamato- 
kritmethode das wahre Blutkérperchenvolumen angibt, wenn 
das Zentrifugieren fortgesetzt wird, bis die Blutkérperchen- 
siule — in ihrer gesamten Lange — deutlich durchsichtbar wird. 
Dies l4Bt sich in einer ganz gewdhnlichen Zentrifuge erzielen, 
wenn es auch oft eine sehr lange Zentrifugierzeit erfordert. 
Die oben angefiihrten Betrachtungen scheinen nur zuzutreffen, 
solange das Zentrifugieren in Capillarréhren stattfindet. Beim 
Zentrifugieren von groBen Blutproben ist es merkwiirdiger- 
weise bedeutend schwerer, die Blutkérperchen herabzuzentri- 
fugieren. Die Blutkérperchenmasse, die ich bei sehr langwierigen 
Zentrifugieren (3—5 Stunden) mit einer langsam laufenden 
Zentrifuge (2000—3000 Umdrehungen pro Minute) in grofen 
Réhren gewann, enthielt bei der Hamatokritbestimmung 10% 
Plasma oder mehr. 

Resumé. 


Die Hamatokritmethode stellt ein leichtes und genaues Mittel 
zur Bestimmung des wahren Blutkérperchenvolumens dar. 


1) Uber das Lackfarbenwerden etc. II. Die semipermeable Wand. 
Pfliigers Arch. 107. 1905. 





Beitriige zur Technik der Milchsiurebestimmung und der 
Ermittlung des maximalen Milchsaurebildungsvermégens 
von Muskeln. 


Von 
Genia Riesenfeld. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitits- 
Instituts.) 


(Hingegangen am 20. Juni 1920.) 
I. Fragestellung. 


Durch neuere Forschungen auf dem Gebiete der Physiologie 
ist nicht allein die Milchsiure in das Zentrum jener Probleme 
gerickt worden, welche die Kontraktions- und Starrephinomene 


des Muskels betreffen; dieselbe hat vielmehr auch vom Stand- 
punkte der Stoffwechsellehre und der ‘Garungschemie 
aus ein erhéhtes Interesse fiir sich in Anspruch genommen, 
insbesondere fiir alle jene Fragen, welche den Kohlehydratabbau 
betreffen. Es erscheint nachgewiesen, da8, wenn auch nicht 
der Hauptweg, so doch sicherlich einer der Nebenwege des Kohle- 
hydratabbaus im Organismus iiber die Milchsaure gehe. 

Die Erforschung der physiologischen Bedeutung der Milch- 
siure und aller damit im Zusammenhange stehenden Probleme 
ist insbesondere durch den Umstand sehr behindert worden, 
daB es lange Zeit hindurch an einem geeigneten Verfahren gemangelt 
hat, die Milchsiure in exakter Weise quantitativ bestimmen zu 
kénnen. Diese Schwierigkeit erscheint durch das Aldehyd- 
verfahren von O. Firth und Charnass') (Oxydation der 
Milchsiure in heiBer, schwefelsaurer Lésung durch Eintropfen 


1) Diese Zeitschr. 26, 199. 1910. Vgl. die Literatur bei O. Fiirth, 
Probleme der physiologischen und pathologischen Chemie II. 8. 443—446. 
1913. Vgl. ferner: H. Ishihara (Physiol. Inst. Wien), Diese Zeitschr. 50, 
468, 1913, und O. Fiirth, Diese Zeitschr. 69, 199. 1915. 
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von Permanganatlésung, jodometrische Bestimmung des ab- 
destillierten Aldehyds durch Bisulfitaddition) und durch die 
Ausgestaltung des Bestimmungsverfahrens im Firthschen La- 
boratorium einerseits, im Embdenschen Institute!) in Frankfurt 
andererseits im wesentlichen beseitigt. Immerhin sind aber in 
bezug auf die Technik der Milchsiurebestimmung noch zahlreiche 
Fragen offen und zahlreiche Schwierigkeiten unbehoben geblieben. 
Die nachfolgende Arbeit ist auf Veranlassung von Professor 
Firth in der Absicht in Angriff genommen worden, wenigstens 
in einigen Richtungen eine diesbeziigliche Klirung herbeizufihren. 

1. Eine Schwierigkeit betrifft zunichst die vollstindige 
Extraktion der Milchsiure aus wasseriger Lésung. Aus 
den Beobachtungen des Embdenschen Laboratoriums geht 
hervor, daB es einer 24—48stiindigen Extraktion mittels des 
rotierenden Lindtschen Apparates (der einen Wirbel feinster 
Atherblischen durch die Fliissigkeit treibt) bedarf, um die Milch- 
siure vollstindig zu extrahieren. Dieses Verfahren laBt sicherlich 
an Exaktheit nichts zu wiinschen tibrig, doch ist es héchst zeit- 
raubend und umstindlich; auch steht der Lindtsche Apparat 
nebst dem zu seinem Betriebe erforderlichen Motor ja nicht in 
jedem Laboratorium zur Verfiigung. 

Ein neues Verfahren von Ohlson?) schien daher einen 
wesentlichen Fortschritt zu bedeuten. Derselbe wendet den 
Amylalkohol statt des Athers als Extraktionsmittel an. Der 
Teilungskoeffizient der in Wasser gelésten Milchsiure fir Ather 
ist ein recht ungiinstiger (0,1 fiir Wasser, 0,3 fiir gesittigte Ammon- 
sulfatlésung). Wesentlich giinstiger ist der Teilungskoeffizient - 
zwischen Amylalkohol und Wasser (0,5 fiir Wasser, 1,3 fir ge- 
sittigte Ammonsulfatlésung) derart, daB ein auf einfache Aus- 
schiittelung der Milchsaiure basierendes Bestimmungsver- 
fahren, wie es Ohlson angibt, keineswegs aussichtslos erscheint. 
Die analytischen Belege allerdings, die der Autor. beibringt, 
sind viel zu dirftiger Art, um tiber die Brauchbarkeit des Ver- 
fahrens ein Urteil zu gestatten. Ich habe daher meine erste Auf- 
gabe darin erblickt, mir Klarheit dariiber zu verschaffen, ob man 


1) Vgl. O. Neubauer, Abderhaldens Handbuch d. biochem. — 
methoden 5, 2. Tl., 1255—1259. 1912. 

*) E. Ohlson (Phys. Inst. Lund), Skand Archiv f. Physiol. 33, 
231—234, 1916. 
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auf dem Ohlsonschen Prinzipe eine praktischen Anforderungen 
geniigende Extraktionsmethode tatsichlich zu basieren vermag. 

2. Ein weiterer, wichtiger Punkt, der dringend der Klérung 
bedarf, ist die Verankerung der Milchsiure an EiweiB- 
kérper. Aus Untersuchungen Mondscheins') iiber quanti- 
tative Bestimmung der Milchsiure bei Gegenwart von Eiweib- 
kérpern schien hervorzugehen, da8, wenn man in iiblicher Weise 
die Bestimmung der Milchsiure einfach im Kochextrakt von 
Organen vornimmt, ein erheblicher Teil (etwa ein Viertel) der 
Milchsiure der Bestimmung entgehen, im Koagulum zuriick- 
bleiben und erst durch ein AufschlieBungsverfahren der 
Bestimmung zugefiihrt werden kann. (Verfliissigung des Koagu- 
lums durch Erwirmen mit Lauge, EnteiweiSen der albuminat- 
haltigen Lésung durch Sattigen mit Kochsalz.) Gegeniiber dieser 
Auffassung ist die Frage aufgeworfen worden, ob die beim Auf- 
schlieBungsverfahren zutage tretende Milchsiure nicht vielleicht 
zum Teile der Einwirkung des Alkalis auf im Koagulum zuriick- 
gebliebene Glykogenreste u. dgl. zuriickzufiihren sei?). Dies ist 
nun wohl kaum in derartigem Umfange anzunehmen. Auch ist 
die Tatsache der Verankerung von Milchsiure im EiweiBkoagulum 


seitdem von anderer Seite her durch Joshikawa') auf polari- 
metrischem Wege bestiatigt worden. Aber eben bei Nachrechnung 
der Versuche dieses letzteren Autors ist es Prof. Firth auf- 


gefallen, daB jene Milchsiuremengen, welche der Genannte bei 
Anwendung des AufschlieBungsverfahrens aus dem Koagulum 
erhalten hatte (z. B. bei einem Versuche 0,533 g im Kochextrakte, 
0,016 g im Koagulum) um sehr vieles geringer waren, als die 
Ausbeuten Mondscheins und es ergab sich der Verdacht, 
da8 der Letztgenannte vielleicht infolge eines methodischen Feh- 
lers, etwa infolge unvollkommener EnteiweiBung seines Extraktes 
u. dgl. einer Tauschung anheimgefallen sei und die Mengen der 
aus dem Koagulum erhiltlichen Milchsiure erheblich tiberschatzt 
habe. Dies machte eine Klarstellung und eine eventuelle Modi- 
fikation des AufschlieSungsverfahrens unerlaBlich. 

3. Auch abgesehen davon, ergab es sich bald, daB die Aus- 
schiittelung von Milchsiure mit Amylalkohol aus wisserigen 


1) J. Mondschein (Phys. Inst. Wien), diese Zeitschr. 42, 105. 1912. 
*) Vgl. M. Oppenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chemie 89, 40. 1914. 
%) J. Joshikawa (Kioto), Zeitschr. f. physiol. Chemie 87, 405. 1913. 
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Lésungen nur dann Aussicht auf Erfolg habe, wenn man derselben 
eine vollstandige EnteiweiBung vorangehen la6t. Fir eine 
solche erwies sich die von Ohlson empfohlene Ammonsulfat- 
sittigung unter Zusatz von Schwefelsiure als keineswegs aus- 
reichend und es driingte sich die Frage auf, wie diese Ent- 
eiweiBung praktisch durchzufiihren sei. Es ergab sich da ins- 
besondere weiterhin die Frage, ob die EnteiweiBung mit Hilfe 
von Sublimat nach Schenk, wie sie von Embden empfohlen 
wird, oder ob eine solche mit Hilfe von Phosphorwolfram- 
siure, wie sie im hiesigen Laboratorium Anwendung zu 
finden pflegt, in diesem Falle vorzuziehen sei. Dabei muBte 
das Verfahren woméglich so ausgestaltet werden, daB es eben- 
sogut auf Blut und andere eiweiBhaltige, tierische Flissigkeiten 
als auf Organe zur Anwendung gebracht werden konnte. 

4. An der Hand eines einwandfreien Milchsiurebestimmungs- 
verfahrens konnte man sodann an die Frage herantreten, wie das 
maximale Milchsiurebildungsvermégen am einfachsten 
ermittelt werden kénnte. Firth!) hatte dies in der Weise be- 
werkstelligt, daB er Parallelproben des zerkleinerten Organes 
der Autolyse in ‘physiologischer Kochsalzlésung unter Zusatz 
von Toluol und Chloroform unterworfen hat; von Zeit zu Zeit 
wurde eine Probe entnommen und die Milchsiure darin bestimmt. 
Es ergab sich nun das Postulat, diesen tiberaus umstandlichen 
und zeitraubenden Vorgang soweit als tunlich’ zu vereinfachen. 

5. Bei Ausarbeitung eines Verfahrens zur Ermittlung des 
maximalen Milchsiurebildungsvermégens eines Organes muBten 
die Beobachtungen des Embdenschen Institutes*) gebtthrend 
beriicksichtigt werden, denen zufolge passender Alkalizusatz 
die im MuskelpreBsafte eines Froschmuskels bei der Warme- 
starre gebildete Milchsiuremenge ganz erhéblich zu steigern 
vermag. Es muBte festgestellt werden, ob diese Beobachtung 
ganz allgemein auch fir Warmblitlermuskeln bzw. auch fir 
andere Organe zutrifft in dem Sinne etwa, daB ein Organbrei 
nur dann sein maximales Milchsaéurebildungsvermégen zu ent- 
falten vermag, wenn die entstehende Milchsiure jeweilig durch 
Alkali abgesittigt und derart einer Steigerung der H-Ionen- 

1) Firth, 0., diese Zeitschr. 69, 199. 1913. 

*) Kondo, K., diese Zeitschr. 45, 63. 1913. — Laquer, F., Zeit- 
schr. f. physiol. Chemie 93, 46. 1915. 
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konzentration, welche im Sinne einer Selbststeuerung hemmend 
wirken kénnte, vorgebeugt wird. 

6. An der Hand eines vereinfachten Vorganges muBte es dann 
sehr wiinschenswert erscheinen, verschiedene Organe eines 
und desselben Individuums in bezug auf ihr maximales Milch- 
siurebildungsvermégen miteinander zu vergleichen. Denn wir 
wissen zwar, da die so viel studierte postmortale Siurebildung 
im Muskel nichts fiir diesen Spezifisches ist, vielmehr nur einen 
speziellen Fall eines fiir alle Gewebe giiltigen Vorganges bildet. 
Wir wissen ferner, daB die postmortale Milchsaiurebildung als 
Fortsetzung eines vitalen Vorganges doppeltes Interesse bean- 
spruchen kann. Wir wissen aber kaum etwas Niheres dariiber, 
in welchem Umfange die verschiedenen Organe und Gewebs- 
formen zur Milchséurebildung befahigt sind. Da wir allen Grund 
haben, einen Ursprung der Milchsiure aus Kohlenhydraten anzu- 
nehmen, wire es auch interessant zu erfahren, ob ein Zusammen- 
hang zwischen dem Milchsiurebildungsvermégen eines Organes, 
also dem Lactacidogenvorrate im Sinne Embdens und 
seinem Kohlenhydratbestande existiert. 

7. SchlieBlich haben Gelegenheitsbeobachtungen unsere Auf- 


merksamkeit auf eine bisher kaum beachtete Fehlerquelle 
der Milchsiurebestimmung geleitet, nimlich die Anhydrid- 
bildung, welche in wisserigen Lésungen reiner Milchsaure in 
sehr merklicher Weise zutage tritt und daher auch in Organ- 
extrakten, bei langerer Aufbewahrung derselben, vor allem aber 
in Garungsgemischen sicherlich nicht ausgeschlossen werden kann. 
Ich gehe nunmehr zur Mitteilung meiner Versuche iiber. 


II. Aussehiittelung der Milchsiure nach Ohison. 


Ohlson (1. c.) gibt fiir die Abtrennung der Milchsiure fol- 
gende Vorschrift: 


»,Die zu extrahierende Fliissigkeit wird mit Ammonsulfat gesittigt. 
Bei Anwesenheit von Eiweifstoffen werden diese dabei ausgefillt und 
kénnen nach 12 Stunden abfiltriert werden. Das Filtrat wird mit 4/,, 
seines Volumens 50% Schwefelsiiure vorsichtig versetzt und in einem 
Scheidetrichter mit dem doppelten Volumen Amylalkohol gut durch- 
geschiittelt. Nachdem die Schichten sich getrennt haben, wird die Wasser- 
lésung abgelassen und der Amylalkohol in einen anderen Scheidetrichter 
tibergefiihrt und mit dem gleichen Volumen 2% Natriumcarbonatlisung 
geschiittelt, wonach er in den ersten Scheidetrichter zuriickgefiihrt und 
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mit der milchsiurehaltigen Fliissigkeit wieder geschiittelt wird usw. Nach 
fiinf Extraktionen ist die Milchsiure quantitativ in die Natriumcarbonat- 
lésung tibergefiihrt. Diese enthalt indessen auch ein wenig Amylalkohol 
gelist, der bei der Bestimmung der Milchsiure einen Fehler veranlaBt. 
Der Amylalkohol mu8 darum zuerst weggeschafft werden. Dies wird durch 
Aufkochen der Natriumcarbonatlésung nicht erzielt, wohl aber durch | 
dreimalige Extraktion derselben mit +/, ihres Volumens Benzol. Die 
Natriumcarbonatlésung wird mit Schwefelsiiure annihernd neutralisiert 
und kann dann zur Bestimmung der Milchsiure direkt verwendet werden. 
Die ganze Extraktion, inklusive Benzolbehandlung, wird in weniger als 
einer Stunde bequem ausgefiihrt, d. h. in einer Zeitdauer, die kaum die- 
jenige tibersteigt, die zur Vorbereitung einer Atherextraktion im Lindt- 
schen Apparat beansprucht wird.“ 

1, Ich habe mir nun zunachst wasserige Lésungen von reinem, 
milehsaurem Lithium (Kahlbaum) von genau bekanntem 
Gehalte hergestellt und die Milchsiure darin direkt nach dem 
Verfahren von Fiirth undCharnass bzw. nach der von Embden 
empfohlenen Modifikation') dieses Verfahrens (wobei der 
abdestillierende Aldehyd in eisgekihlter Bisulfitlésung direkt 
aufgefangen wird) bestimmt. 

a) Nach Embden Oxyd. mit KMnO,/,, Verwend. gefund. 
Milchs. Lith. entsprechend freie C,H,O, 0,1691 g, 0,1584 g = 93,58% 
0,1530 g = 90,18% 
0,1593 g = 94,21% 
d) Nach Embden KMn0O, ®/,,) (Korrek- 
tur nach Fiirth u. Charnass), Milchs. 
Lith. entsprechend freie C;H,O,. . . 0,1691g, 0,1640 g = 97,04% 
e) Nach Firth u. Charnass, KMn0O, 
2/59 (Korrektur nach Fiirth u. Char- 
nass) Milchs. Lith. entsprechend freie 
C,H,05 . . . «01452 g, 0,1372 g = 94,40%, 
f) Nach Fiirth u. Charnass KMn0, "/55 
Milchs. Lith. entsprechend freie C,H,0, 0,1452 g, 0,1363 g = 93,87% 
- + + «+ + 01452 g, 0,1286 g = 90,63% 

Es macht daher keinen wesentlichen Unterschied, ob man 
nach dem Vorgange von Firth und Charnass oder nach der 
Modifikation von Embden arbeitet, Energische Eiskihlung, 
wie sie Embden vorschreibt, ist unerlaBlich. So erhielt ich z. B. 
bei einer Parallelprobe, die ohne Kihlung durchgefiihrt wurde, 
nur eine Ausbeute von 81%. Andere Versuche, die ich infolge 
zeitweiliger Schwierigkeiten der Eisbeschaffung ohne Kihlung 


1) Neubauer, l.c. 
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durchgefiihrt hatte, ergaben zum Teile noch ungiinstigere Re- 
sultate. 

2. Nunmehr wurde eine wisserige Lésung von milchsaurem 
Lithium genau nach Ohlson ausgeschittelt und die Be- 
stimmung nach Firth-Charnass durchgefihrt. 


a) Milchs. Lithium, entspr. freier Milchsiure: verwendet 0,0806 g, 
gefunden 0,0756 = 93,8%; 

b) Milchs. Lithium, entspr. freier Milchsiiure: verwendet 0,0806 g, 
gefunden 0,0765 g = 94,8%. 


Es gelingt also tatsichlich nach dem Verfahren Ohlsons, 
die Milchsiure aus der reinen wiasserigen Lésung des Salzes 
in recht volistindiger Weise zu extrahieren. 

3. Wie verhalt es sich nun aber, wenn man die Ausschiittelung aus 
einer eiweiBhaltigen Lésung vornimmt? 

Wir haben, um dies festzustellen, eine Lésung von milchsaurem 
Lithium mit Rinderblutserum und einer zum Infreiheitsetzen der Milch- 
siure erforderlichen, bzw. iiberschiissigen Menge von Schwefelsiure ver- 
setzt und nunmehr die Ausschiittelung nach Ohlson durchgefiihrt. 


a) 20 com %/,,) milchs. Lith. + 50 com Blutserum + 20 ccm 2/,, 
H,SO,: Ausbeute = 79,8%; 

b) 20 com "/,) milchs. Lith. + 50 com Blutserum + 80 ccm /,, 
H,SO,: Ausbeute = 81,5%. 


Tatsichlich ist aber die Ausbeute noch etwas ungiinstiger, da der 
Milchsauregehalt des Blutserums dabei nicht beriicksichtigt ist. 

Wo ist der Milchsiurerest geblieben? Nach Mondschein wohl im 
EiweiBniederschlage, der nach Sattigung mit Ammonsulfat ausgefallen 
war. In der Tat fanden sich nach dem AufschlieBungsverfahren (Verfliissi- 
gung mit Natronlauge, Enteiwei®ung durch Kochsalzsittigung usw.) noch 
weitere 9,1%, derart, daB die Gesamtausbeute etwa 90% betragen wiirde. 


4, Es ergab sich nun weiterhin die Frage, ob man diesem 
Milchsiureverluste vorzubeugen vermag, wenn man die Ent- 
eiweiBung statt durch Ammonsulfatsittigung, etwa durch Fil- 
lung mit Quecksilberchlorid in salzsaurer Lésung 
nach Schenk vornimmt. 


a) Zu diesem Zwecke wurden 40 ccm Lithiumlactatlésung (auf freie 
Milchsiure umgerechnet 0,1612 g Milchsiure enthaltend) mit 100 ccm 
Pferde-Oxalatplasma und 100 ccm Wasser versetzt; dazu 200ccm einer 
2proz. Salzsiure, ferner 200 ccm einer 5proz. Sublimatlésung. Der gut 
abgesetzte Niederschlag wurde abgenutscht, nachgewaschen, das Filtrat 
mit H,S vom Hg, durch einen Luftstrom vom H,S befreit und das klare, 
wasserhelle Filtrat nunmehr nach Ohlson weiterverarbeitet. Es resul- 
tierten 0,1550 g Milchsiure. 


Biochemische Zeitschrift Band 109. 17 
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Der massenhafte EiweiBniederschlag wurde nunmehr in 30proz. 
Natronlauge in der Wirme gelést, die Lésung durch Zusatz konzentrierter 
Schwefelsiure neutralisiert, mit Ammonsulfat gesittigt, der EiweiBnieder- 
schlag abfiltriert, das Filtrat mit H,SO, angesiuert und nach Ohlson 
weiter verarbeitet. Es resultierten so weitere 0,0140 g Milchsiure. 

Eine parallele ,,blinde“ Probe, d. h. Oxalatplasma ohne Zusatz von 
Lithiumlactat ergab 0,0130 g Milchsiure im Filtrat der Sublimatfillung. 

Es entspricht dies der GréBenanordnung der Werte, die in Embdens 
Laboratorium fiir den Milchsiuregehalt des normalen Blutserums ermittelt 
worden sind. So fand K. v. Noorden (Diese Zeitschr. 45, 96. 1912) in 
100 ccm Hundeblutserum 0,012—0,020 g Milchsiure; H. Fries (Diese 
Zeitechr. 35, 379. 1911) bei 12 Blutuntersuchungen normaler und rekon- 
valeszenter Menschen 6mal Milchséiure, und zwar pro 100 ccm 0,0039 
bis 0,0132 g. 

Die Effektivausbeute an Milchsiure betrug sonach: 

0,1550 g Milchsiure 
0,1690 g 
ab C,;H,O, im zugesetzten Blutserum. . 0,0130 g 
0,1560 g statt 0,1612 g = 97% 


b) Ein in genau gleicher Weise durchgefiihrter Parallelversuch ergab: 
0,1440 g Milchsiure 


” 


0.1908 g 


ab C,H,O, im zugesetzten Blutserum. . 0,0180 g 
0,1725 gstatt 0,1612 g = 107%. 


Beachtet man, da8 unsere direkten Milchsiurebestimmungen 
in reinen, wiasserigen Lésungen ja immer etwas zu kleine Werte 
ergeben haben und daB bei den zahlreichen Manipulationen ja 
doch Verluste sicherlich unméglich ganz vermieden werden konn- 
ten, so laBt sich die Annahme einer Neubildung von Milchsaure, 
etwa durch Alkalieinwirkung auf im EiweiBkoagulum enthaltene 
Substanzen (vgl. Oppenheimer 1.c.) namentlich im Falle b) 
nicht von der Hand weisen. 

Immerhin ist auch hier die Extraktion der Milchsiure nach 
Ohlson im wesentlichen offenbar gelungen. 

Wenn wir dennoch von der Schenkschen EnteiweiBungs- 
technik wieder abgekommen sind, so geschah dies, weil zwei 
weitere Versuche aus uns unbekannten Griinden durchaus un- 
befriedigende Resultate ergeben hatten und ein grofer Teil 
der zugesetzten Milchsiure vermutlich infolge eines Zersetzungs- 
vorganges in Verlust geraten war. 
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Ill. Milchsiuregehalt des Eiwei8koagulums. 


Unsere nachste Aufgabe war nunmehr, sachlich festzustellen, 
ob Mondschein die Menge der im EiweiBkoagulum fixierten 
Milchsaure nicht, wie wir es vermuteten, iiberschatzt habe. 

Ich ging nun derart vor, daB ich Muskelbrei in Portionen 
zu je 50 oder 100g im frischen oder autolysierten Zustande in 
Arbeit nahm. Die einzelnen Muskelportionen wurden viermal 
mit Wasser ausgekocht und die Aciditat der Extraktionsfliissig- 
keit unter Zusatz von Phenolphthalein einfach titrimetrisch er- 
mittelt. Man erhalt so, zum mindesten, wenn es sich um normale 
frische Muskulatur handelt, einen ungefaihren, wenn auch sicher- 
lich recht groben Schatzungswert fiir die Menge der darin ent- 
haltenen Milchsaure?). 

Nunmehr wurde das Koagulum in der Weise weiter ver- 
arbeitet, wie es Mondschein seinerzeit getan hat?). 

Das abfiltrierte Koagulum wurde je 50 g Muskel entsprechend 
in 50ccm Wasser verteilt; sodann fiigte ich 10ccm 10proz. 
NaOH hinzu. Nachdem die EiweiSmasse zu einer Gallerte auf- 
gequollen war, wurde durch vorsichtiges Erwairmen die Verfliissi- 
gung herbeigefiihrt. Nunmehr wurde die Lésung mit 100 ccm 
einer gesittigten Kochsalzlésung versetzt, aufgekocht und in 
der Siedehitze mit Kochsalz in Substanz gesittigt. Dabei fiel 
die Hauptmenge der EiweiBkérper aus und wurde abfiltriert. 
Ein der Fallung entgangener EiweiBanteil wurde durch Zusatz von 
H,SO, bis zur schwach saueren Reaktion ausgefallt und beseitigt. 

Mondschein hatte nun weiter, in der Meinung, das Filtrat 
enthalte nunmehr weder EiweiB noch irgendeine andere Substanz 
auBer Milchsiure, welche bei der Oxydation Aldehyd liefert, 
dasselbe, ohne ein weiteres Extraktionsverfahren einzuschalten, 
direkt der Bestimmung nach Fiirth-Charnass unterworfen. 

Ich habe dagegen das Filtrat zunichst nach Ohlson aus- 
geschiittelt und erst den resultierenden Extrakt nach Firth- 
Charnass verarbeitet. 


Ich erhielt so folgende Resultate: 
1. 50 g Muskelbrei aus méglichst frischer menschlicher Leichen- 
muskulatur viermal mit Wasser ausgekocht. Die Titrationsaciditat 


1) §. Naheres diesbezgl.: Fiirth, O., diese Zeitschr. 69, 205. 1915, 
sowie J. Mondschein, diese Zeitschr. 42, 115. 1912. 
2) Mondschein, 1. c. 8. 118. 





tesa Be Sack 
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(gegen Phenolphthalein, auf Milchsiéure berechnet) betrug 0,1518 g Milch- 
siure fiir 100 g Muskel. 

2. a) Derselbe Muskelbrei nach achttagiger Aufbewahrung 
in der Kalte; wie oben verarbeitet: 

Im Extrakt ergab die Titration 0,280 g Milchsiure fiir 100 g Muskel 
das Koagulum nach Mondschein aufgeschlossen, mit Schwefelsiure 
angesiuert, mit Ammonsulfat gesittigt, nach Ohlson weiterverarbeitet, 
ergab: 0,030 g Milchsiure fiir 100 g Muskel. 

b) Koagulum nach Mondschein aufgeschlossen, das natrium- 
chloridhaltige Filtrat mit H,SO, angesiuert; das so gewonnene Filtrat 
erwies sich jedoch noch nicht als eiweiBfrei; die letzten EiweiBreste 
wurden durch Zusatz von Phosphorwolframsiure unter Vermeidung eines 
Uberschusses beseitigt. SchlieBlich wurde das letzte Filtrat statt mit 
Ammonsulfat mit Natriumsulfat gesittigt und nach Ohlson ausgeschiittelt ; 
es fanden sich 0,080 g Milchsiure fiir 100 g Muskel. 

3. Frischer Hundemuskel, wie unter 2. verarbeitet. 

Titration des Extraktes: 0,31 g Milchsiure fiir 100 g Muskel 
. Koagulum a) 0,027 g re ie 
b) 0,030 g Ps ae By 

4. Autolysierte menschliche Leichenmuskulatur. 

Portionen zu je 100 g des Muskelbreies wurden mit 200 ccm physio- 
logischer Kochsalzlésung unter Zusatz von Toluol in Glasbiichsen mit gut 
eingeschliffenen Stopfen im Brutofen der Autolyse unterworfen. 

a) Verarbeitung nach dreitagiger Autolyse: 

Titrationsaciditét des Extraktes: 0,321 g Milchsaure fiir 100 g Muskel 
0,349 g a et ee 
Koagulum wie unter 2. verarbeitet 0,059 g so i a 

b) Verarbeitung nach achttigiger Autolyse: 

Titrationsaciditit des Extraktes: 0,380 g Milchsiure fiir 100 g Muskel 
0,373 g mS fe RO SS 
0,376 g a nk PRA oe 
0,381 a ” ” 100 g ” 

Kochextrakt nach vollstindiger EnteiweiBung durch Fillung mit 
Phosphorwolframsiure, mit Natriumsulfat gesittigt, dann weiter nach 
Ohlson verarbeitet, ergab: 0,323 g Milchsiure fiir 100 g Muskel 

0,299 g “s op eee Sy 
Koagulum (wie) oben) 0,042 g i jj ROPE oo 

Uberblicken wir nunmehr obige Resultate, so ergibt sich, 
daB von der Gesamtheit der im Muskel enthaltenen Milchséure 
(Extrakt + Koagulum) auf die aus dem Koagulum erhiltliche 
Menge entfallen waren 

im Versuch 1 = 32% im Versuch 3b= 9% 
2a = 10% 4a = 15% 
2b = 22% 4b = 12%. 
3a = 8% 
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Aus Mondscheins Analysen schien dagegen hervorzugehen, 
daB etwa ein Viertel der Gesamtmilchsiure der Extraktion durch 
kochendes Wasser entgangen und erst bei der AufschlieBungs- 
prozedur zum Vorschein gekommen sei. 

Wir miissen daher annehmen, da8 die bei AufschlieBung 
des Muskelkoagulums erhiltlichen Milchsiuremengen von Mond- 
schein seinerzeit tiberschaitzt worden sind. 

Offenbar hat der Fehler in seiner Methodik darin bestanden, 
da8 er nach EnteiweiBung seiner Albuminatlésung durch Koch- 
salzsittigung und Schwefelsiurezusatz die erhaltenen, wasser- 
hellen Filtrate fir véllig eiweiBfrei gehalten hat (s. 0.). Dieselben 
enthalten aber noch geringe EiweiBreste; diese vermochten bei 
direkter Oxydation noch etwas Aldehyd zu liefern, welcher sich 
zu dem durch Oxydation der Milchsiure erhaltenen Aldehyd 
hinzuaddiert hatte. 


M. Oppenheimer hat gegeniiber Mondschein folgenden Einwand 
geltend gemacht: ,,Die bekannte Tatsache, da8 Kohlenhydrate bei Behand- 
lung mit Alkali leicht, sogar bis zu recht betrichtlichen Mengen in Milch- 
séure umgewandelt werden kénnen, lé8t die Gefahr nicht ausschlieBen, 
daB nach dem Mondscheinschen Verfahren durch Umwandlung 
im Muskel vorhandener Kohlenhydrate in Milchséure eine tat- 
sichlich nicht vorhandene Milchsiuremenge vorgetéuscht wird. Ebenso 
kénnte vielleicht durch Alkali Milchsiéiure aus einer Milchsiurevorstufe 
im Muskel, dem Lactacidogen, entstehen... Es ist seit langem bekannt 
daB wesentliche Mengen Zucker ins EiweiBkoagulum gehen und von diesem 
festgehalten werden...“ 

Dazu ist folgendes zu bemerken: ‘Die aus dem Koagulum erhiltlichen 
Mengen Milchsaure sind sicherlich zu groB, als daB8 diese Erklarung zu- 
treffen kénnte. So erhielt ich aus menschlichen Leichenmuskeln 0,03 —0,08% 
als Milchsiureausbeute aus den Koagulis. Nun enthalten Saiugetiermuskeln 
nach Béh m in der Regel nur 0,1—1,0% Glykogen; menschliche Muskulatur 
nach Moscati im Mittel nur 0,4%. Dieses Glykogen ist aber zur Zeit, 
wo ich ebenso wie Mondschein die Muskeln in Arbeit genommen hatte, 
sicherlich zum allergréBten Teile lingst der Verzuckerung anheimgefallen. 
DaB aber weitaus der gréBte Teil des Zuckers beim viermaligen Auskochen 
des Muskelbreies in das Extraktionswasser iibergehen muBte, unterliegt 
keinem Zweifel. Es konnten also nur geringfiigige Glykogen- oder Zucker- 
reste im Koagulum zuriickgeblieben sein. Nun ist es ja allgemein bekannt, 
wie resistent Glykogen gegen konzentriertes Alkali auch in der Warme 
ist. Jedoch auch Zucker wird erst durch eine langdauernde Einwirkung 
von Alkali (und um eine solche handelt es sich ja in unserem Falle keines- 
wegs) nur sehr langsam in Milchsiiure umgewandelt. Ware dies nicht der 
Fall, so hatte ja z. B. die Zuckerbestimmung nach Fehling keinen Sinn. 
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Die Méglichkeit, daB die im Koagulum gefundene Milchsiure einer 
besonderen Kohlenhydratform, einem Lactacidogen entstammen kénnte, 
welches vielleicht zum Eiwei8 in Beziehung steht und beim Auskochen 
im Koagulum zuriickbleibt, ist ohne weiteres zuzugeben. Bei Untersuchun- 
gen jedoch, welche auf das Maximum des Milchsaurebildungs- 
vermégens abzielen, kénnte man es sich ja ohne weiteres gefallen lassen, 
wenn eben auch dieser Lactacidogenanteil durch die Alkalieinwirkung 
in Milchsiure umgewandelt wiirde. 


Die Tatsache aber, daB die Milchsiure zu den EiweiBkérpern 
des Muskels in enge Beziehungen trete, erscheint, abgesehen 
von den zahlreichen Analysen Mondscheins durch ein sehr 
groBes Tatsachenmaterial jedem Zweifel entriickt*). 

Immerhin tritt die Menge der aus dem EiweiSkoagulum 
erhaltlichen Milchséure gegeniiber der in den Kochextrakt tiber- 
gehenden im allgemeinen offenbar so weit zuriick, daB es fir die 
Mehrzahl physiologischer Untersuchungen in praxi geniigen diirfte, 
sich auf die Untersuchung des Kochextraktes zu beschrinken. 


IV. Praktische Handhabung des Ausschiittelungsverfahrens zur 
Milchsiurebestimmung in Muskeln. 


Es sei nun in Kiirze mitgeteilt, welcher Vorgang zum Zwecke 
der Milchsiurebestimmung nach dem Ausschiittelungsverfahren 
sich mir nach zahlreichen Fehlversuchen als praktisch erwiesen hat. 

Ich bemerke, daB die Ausschiittelung nur dann — und dieser 
Punkt scheint mir von besonderer Wichtigkeit — wirklich exakt 
durchgefiihrt werden kann, wenn die auszuschiittelnde Flissig- 
keit véllig eiweiBfrei ist. Ist dies nicht der Fall, so bildet 
sich in der Regel an der Grenze zwischen der Flissigkeit und dem 
Amylalkohol eine triibe, haltbare Emulsion, welche eine scharfe 
Trennung der Schichten unméglich macht. DaB die beiden zur 
Verwendung gelangenden Scheidetrichter mit gut eingeschliffenen 
Glasstopfen versehen sein miissen und daB es peinlich sorgfaltiger 
Arbeit bedarf, um bei den zahlreichen Prozeduren erhebliche 
Verluste zu vermeiden, ist selbstverstindlich. Da, wo es auf sehr 
groBe Genauigkeit ankommt und wo man die Lindtsche Appa- 
ratur bequem zur Hand hat, wird sicherlich auch fernerhin die 

1) Vgl. die eingehende Erérterung dieses Problems bei O. Firth, 
Die Kolloidchemie des Muskels und ihre Beziehungen zu den Problemen 
der Kontraktion und der Starre in L. Ashers und K. S piros Ergebnissen 
der Physiologie XVII, S. 401—406. 1919. (Abschnitt: Die Bildung von 
Saureproteinen innerhalb des Muskelgewebes.) 
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Extraktion mit dem Lindtschen Apparate den Vorzug ver- 
dienen. Fiir die meisten physiologischen Untersuchungen wird 
man aber, wie ich meine, das so viel einfachere und weit weniger 
zeitraubende Ausschiittelungsverfahren um so mehr in Anwendung 
bringen kénnen, als die Verluste bei demselben, die sicherlich 
nicht ganz zu vermeiden sind, in der Regel neben anderen unver- 
meidlichen Fehlerquellen schwerlich sehr ins Gewicht fallen dirften. 

Der Vorgang der Milchsiurebestimmung speziell im M us kel') 
gestaltet sich etwa folgendermaBen: 

Eine abgewogene Portion des fein gehackten Organbreies, 
etwa 100g entsprechend, wird in einer Email- oder Porzellan- 
schale tiber freier Flamme vier Male mit erneuerten Portionen 
destillierten Wassers je 10 Minuten lang ausgekocht. Die Ex- 
traktionsfliissigkeit wird durch ein Filter gegossen (wobei die 
Hauptmenge des Organbreies in der Schale zuriickbleibt) und in 
einen 1 Liter fassenden MeBkolben hineinfiltriert. 

Man fillt auf einen Liter auf, mischt gut durch und teilt 
die Extraktionsflissigkeit in zwei Portionen zu je 500 ccm. 
Die eine Halfte bewahrt man entweder fiir eine Parallelbestimmung 
auf oder aber — und das wird in der Regel erwiinscht sein — 
man verwendet sie, um darin nach Zusatz von alkoholischer 
Phenolphthaleinlésung die Gesamtaciditét durch Titration mit 
n/,>-Natronlauge zu ermitteln. 

Die andere Halfte wird, wenn es sich um Muskel handelt, 
mit 30 cem einer 10 proz. Lésung von Kahlbaumscher Phos phor- 
wolframsaure versetzt, wobei ein voluminéser Niederschlag 
ausfillt. Der genannte Zusatz geniigt in der Regel bei Muskel- 
extrakten, um alle EiweiSkérper, nicht aber um alle anderen 
durch das Reagens fallbare Substanzen auszufillen. Der Nieder- 
schlag wird mit einem Saugfilter abgetrennt. Hat man den Zusatz 
richtig getroffen, so soll das Filtrat keinen Uberschu8 von Phos- 
phorwolframsiure enthalten; man tiberzeugt sich in einer kleinen 
Probe, da8 Sulfosalicylsiure keinen Niederschlag mehr erzeugt, 
daB sie demnach eiweiBfrei ist; dagegen wird ein Mehrzusatz 
von Phosphorwolframsaure sogleich oder nach einer Weile noch 
eine weifSe Fallung hervorrufen. 


1) In bezug auf die Frage der Anwendbarkeit des Ohlsonschen 
Ausschiittelungsverfahrens auf andere Organe, insbesondere auf die 
Leber sind zur Zeit die Versuche in diesem Laboratorium noch im Gange. 
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Das enteiweiBte Filtrat wird nunmehr sehr genau neutrali- 
siert und am Wasserbade stark eingeengt, sodann mit einigen 
Tropfen Schwefelsiure angesiuert. Dabei scheidet sich noch eine 
geringe Menge eines Phosphorwolframates, das bis dahin in Lésung 
geblieben war, ab und wird abfiltriert. Man filtriert die Fliissig- 
keit, deren Menge keinesfalls mehr als 100 ccm betragen soll, 
am besten direkt in den Scheidetrichter hinein, in dem man die 
Ausschiittelung mit Amylalkohol vornehmen will. Man _ iiber- 
zeugt sich mit Hilfe von Kongopapier davon, daB ein Uberschu8 
freier Mineralsiure vorhanden ist; erforderlichenfalls setzt man 
noch ein paar Tropfen HCl hinzu. (Eine Sattigung der zu extra- 
hierenden Flissigkeit mit Ammonsulfat, wie sie Ohlson vor- 
schreibt, halten wir nicht fiir unentbehrlich. Dieselbe ist, wenn 
man die zu extrahierende Flissigkeit auf ein ausreichend geringes 
Volumen eingeengt hat, tiberfliissig und zieht dieselbe eine weitere 
Filtration und die durch eine solche bedingte Verluste nach sich. 
Eine Ausschiittelung der unfiltrierten Flissigkeit ist aber un- 
tunlich.) 

Nunmehr wird die Flissigkeit im Scheidetrichter mit dem 
mehrfachen Volumen Amylalkohol versetzt und der weitere 
Ausschiittelungsvorgang in der von Ohlson angegebenen Weise 
vorgenommen. 


Will man auch die aus dem Koagulum erhiltliche Milchsiure quanti- 
tativ bestimmen, so geht man nach der Vorschrift Mondscheins vor 
(s 0.) indem man das Koagulum in Wasser verteilt, Natronlauge 
hinzufiigt, durch vorsichtiges und nicht unnétig lang fortgesetztes Er- 
warmen verfliissigt und die Hauptmenge der EiweiSkérper durch Sitti- 
gung mit Kochsalz beseitigt und filtirert. Das Filtrat wird durch Zusatz 
von konzentrierter Schwefeisiure schwach angesiuert und tropfenweise 
mit Phosphorwolframsiure — unter Vermeidung eines Uberschusses — 
versetzt, wobei die letzten noch in Liésung befindlichen EiweiBreste aus- 
fallen. Man erhilt so ein wasserhelles Filtrat, das unschwer wie oben mit 
Amylalkohol ausgeschiittelt werden kann. 


V. Einflu8 der Alkalescenz des Mediums auf das Milchsaéure- 
_ bildungsmaximum. 

Laquer (I.c.) hat in Embdens Laboratorium die inter- 
essante Beobachtung gemacht, daB die in Froschmuskeln beim 
Eintritte der Warmestarre gebildete Milchsiuremenge durch Al- 
kalizusatz gewaltig gesteigert werde. So wurde in Froschmuskeln 
nach zweistiindigem Erwirmen auf 45° gefunden: 


{ 
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in physiologischer NaCl-Lésung in 2proz. NaHCO,-Léisung 
0,369 = 0,446% 0,565 = 0,662% 
0,338 = 0,428% 0,659 = 0,803% 

Bereits friher hatte Kondo (1. c.) im gleichen Laboratorium 
die Wahrnehmung gemacht, da8 Saurezusatz zu MuskelpreBsaft 
die Milchsiurebildung hemmt, wogegen Zusatz von NaHCO, 
dieselbe begiinstigt. Er hat diese Beobachtung in dem Sinne ge- 
deutet, daB die Milchsiurebildung bei ungeniigendem Gehalte 
des PreBsaftes an Alkali durch einen Vorgang der Selbststeue- 
rung infolge Eintrittes einer bestimmten H-Ionenkonzentration 
zum Stillstande gelange. 

Firth’) hat kiirzlich darauf hingewiesen, daB die Gegenwart 
von Alkali méglicherweise einfach die Bindung von Milch- 
siure an Muskelproteine verhindern und so einer Maskie- 
rung derselben bei den iiblichen Bestimmungsmethoden ent- 
gegenwirken kénnte. , 

Um nun festzustellen, ob ahnliches, wie es Laquer beim 
Froschmuskel beobachtet hatte, auch beim Warmbliiter zutage 
tritt, habe ich mehrere Versuche mit menschlicherMuskulatur 
ausgefiihrt, die ich in Parallelversuchen der Autolyse einerseits 
in 0,9 proz. NaCl, andererseits in 2 proz. NaHCO, unter Toluol- 
zusatz unterworfen hatte. 


Versuch I. 


Muskelbrei in Portionen zu 100 g mit 200 com 0,9% NaCl bzw. 2% 
NaHCO, und etwas Toluol in Glasbiichsen mit eingeschliffenem Stopfen 
der Autolyse im Brutschranke unterworfen. Die Milchsiurebestimmung 
wurde nach dem im Abschnitte IV beschriebenen Vorgange vorgenommen. 








Milchsiuregehalt nach d, 


Titrationsaciditat: Ausschittelungsverfahr. : 





a) Autolyse in 0,9°/, NaCl 
Nach 3 Tagen bei 40° (0,35 g Milchsiure | 0,2410 g 
40° 0,2940g¢] 
0,2510 g | Mittel 0,2818 g 
0,2903 g C;H,0, 
0,2723 g 
0,3017 g 


” n ” 


b) Autolyse in 2°/, NaHCO; 
Nach 3 Tagen bei 40° fer, f 
» 3 Wochen ,, 40 0,2788 g \ a,¢- 
es eas \ Mittel 0,2666 g 


1) Fiirth, Kolloidchemie des Muskels, |. c., 8. 217. 
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| Autolyse in 0,9°/, NaCl | Autolyse in 2°/, NaHCO, 





Versuch 2. Langdauernde Autolyse. 
Nach 14 Tagen bei 40° | 0,468 ¢ 
20 0°|0,4650 _— 
’ ” ” 4 m ’ g ; } 
, Ose \ Mitte! 0,4845 ¢ 
» 24 yyy 40°/0,4462 g 


Versuch 3. Kurzdauernde Autolyse. 


Nach 14 Stund. bei40°| 0,3680 g CsH,Os 0,3760 g 
(Titration: 0,37 g) 0,3054 g 
Koagulum: 0,024g /{(Im Koagulum: 0,010 g) 
ey Seer. hig tee 0,400 g 
(Titration: 0,37 g 
| 0,36 g) 

Versuch 4. 

Nach 1 Tag bei 40° 0,189 g 0,166 0,271 ¢ 
» 2 Tagen ,, 40° 0,280 g 0,276 g 


” 3 ” ” 40 = { ios g 
0,106 g 


\ Mittel 0,454 ¢ 





Versuch 5. 

Nach 1 Tag bei 40°; 0,420 g 0,456 g 
| 0,404 g 

» 2Tagen ,, 40°! 0,534 g {048 g 


| 0,548 g 
n 3"/s ”n ” 40°| 0,583 g 0,504 g 


Ein weiterer Versuch wurde mit Leberbrei menschlicher Pro- 
venienz vorgenommen : 





Versuch 6. 
Nach 1 Tag | 0,039 g 0,20 g¢g 
». -2 Tagen | 0,509 g {O10 g 
0,110¢ 

Wenn wir unsere Resultate iiberblicken, werden wir zu dem 
Ergebnisse gelangen, da8 auch bei der Autolyse von Warmbliiter- 
muskeln sich in einem alkalischen Milieu die Umwandlung des 
Lactacidogens unter Umstainden in einem etwas schnelleren 
Tempo abspielen kann. 

Das Milchsiuremaximum wird aber nach mehrtagiger Auto- 
lyse schlieBlich auch bei der Autolyse in physiologischer Kochsalz- 
lésung erreicht werden. 

Wir méchten der letzteren gegeniiber der Autolyse in Bi- 
carbonatlésung zum Zwecke der Ermittlung des Milchsiure- 
bildungsmaximums von Organen aber insofern entschieden den 
Vorzug geben, als die in einem Organbrei angehiufte Milchsiure- 
menge, nachdem sie ein Maximum erreicht hat, eine Abnahme 
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erfahren kann!), eine derartige Milchsiurezerstérung aber (vgl. 
Versuch_,1, 4, 6) durch die Alkalescenz des Mediums offenbar 
begiinstigt wird. 


VI. Milchsiurebildungsmaximum verschiedener Organe verglichen 
mit ihrem Kohlenhydratbestande. 


Da wir allen Grund haben, die in Organen auftretende 
Milchsiure von dem Kohlenhydratbestande herzuleiten, erschien 
es von Interesse, festzustellen, ob sich beim Vergleiche verschie- 
dener Organe desselben Individuums irgendeine Andeutung 
einer Proportionalitaét zwischen Milchsiurebildungsmaximum und 
dem gesamten Kohlenhydratbestande ergibt. 

Um diesen letzteren (i. e. die Summe des in Zucker umge- 
wandelten Glykogens + des als solchen vorhandenen Zuckers) 
in Organen zu bestimmen, haben wir uns die Erfahrungen von 
J. Parnas und R. Wagner?) zunutze gemacht. 


Wir gingen derart vor, daB 50 g Organbrei zuniichst dreimal mit Wasser 
aufgekocht wurden. Filtrat (A) und Koagulum wurden fiir sich weiter ver- 
arbeitet. 

Das Koagulum wurde mit 2proz. Schwefelsiure in einer Reibschale 
méglichst fein zerrieben und die Suspension in einem Kélbchen mit auf- 
gesetztem Trichter vier Stunden lang am Wasserbade erwirmt. Es wurde 
sodann mit Barytwasser nahezu neutralisiert, filtriert und das Filtrat 
nachgewaschen (Filtrat B). 

Das erste Filtrat (A) wurde auf ca. 100 ccm eingeengt, mit Schwefel- 
siure auf 2% davon gebracht, vier Stunden am Wasserbade erwirmt, 
mit Barytwasser nahezu neutralisiert und filtriert (Filtrat C). 

Die Filtrate B und C wurden nunmehr vereinigt und mit Natronlauge 
vollends neutralisiert. Zu der neutralen Lésung wurde (um die darin noch 
vorhandenen Kolloide zu beseitigen), eine etwa 20proz. wisserige Blei- 
acetatlésung im Uberschusse hinzugefiigt, das Filtrat durch Schwefel- 
wasserstoff von Blei befreit, der Schwefelwasserstoff vertrieben, die Fliissig- 
keit neutralisiert, eingedampft und schlieBlich auf 100 ccm aufgefiillt. 
In aliquoten Teilen dieser Lésung (meist 20 ecm) wurde der Zucker durch 
mehrere Parallelbestimmungen nach Bertrand ermittelt. 


Ich habe in dieser Art Gesamtkohlenhydratbestand und Milch- 
sdurebildungsvermégen (zweitigige Autolyse bei 40° in physio- 
logischer Kochsalzlésung) in einigen Organen eines 46jaihrigen 


1) Vgl. diesbeziiglich N. Ssobolew (Chem. Abt. d. Wiener Physiol. 
Inst.) Diese Zeitschr. 47 367. 1912. 

*) J. Parnas und R. Wagner (Physiol. chem. Institut, StraBburg), 
diese Zeitschr. 61, 387. 1914. 
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os 


kraftigen, einem Herzschlage erlegenen Mannes bestimmt. Fir 
je 100g Organ ergaben sich folgende Werte: 


Milchséiure (nach Ohlson) Gesamtkohlenhydrat 


Leber 0,44 1,10 
Herz 0,36 0,19 
Skelettmuskel 0,18 0,17 
Niere 0,17 0,10 


Diese Stichproben mégen geniigen, um darzutun, daB von 
einer einfachen Proportionalitét zwischen Milchsiurebildun- 
vermégen und Kohlenhydratbestand der Organe nicht die Rede 
sein kann. Die Frage zu priifen, ob diesbeziiglich iberhaupt irgend- 
eine GesetzmaBigkeit erkennbar sei, mu8 Gegenstand kinftiger 
Untersuchungen sein, welche auch erst die Frage klarstellen 
miissen, in welcher Weise das Ohlsonsche Verfahren auf 
andere Organe als den Muskel anwendbar sei. 


VII. Die Anhydridbildung in Milchsiurelésungen als Fehlerquelle 
bei der Milchsiurebestimmung. 


SchlieBlich méchte ich tiber einige Beobachtungen berichten, 
welche eine bisher wenig beachtete Fehlerquelle bei Milchsaure- 
bestimmungen betreffen, naimlich die Anhydridbildung bzw. 
Kondensationsvorginge in Milchséurelésungen. 

Den vorliegenden Literaturangaben!) zufolge kamen fiir eine 
Anhydridbildung neben dem Anhydrid (Lactylmilchsaure) 

CH, - CH(OH) - CO—O - CH - COOH 
| CH, 
etwa auch das Lactid: 
O00 —-<8 - CHs 
((H0)—Co 
GH, 

sowie die Dilactylsaure: 
CH; CHs 
bu—o—bx 


boox bo OH 
in Betracht. 


1) Vgl. Beilsteins Handb. 3. Aufl. 8. 534. 1893; ferner V. Meyer 
und P. Jacobson, Lehrb. d. org. Chemie I. 753—754. 1893. 
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Nach R. Kunz?) sind alle offizinellen Milchsiurelésungen in 
hohem Grade anhydridhaltig. Der Gehalt an Anhydrid ist ziem- 
lich schwankend. Jedenfalls erscheint es véllig unzulissig, die 
Milchsdure in derartigen Lésungen durch einfache Titration zu 
bestimmen. Der direkte Beweis fiir die Gegenwart des Anhydrids 
konnte allerdings durch die Analyse des Zinksalzes nicht in 
einwandfreier Weise erbracht werden. Bei einfacher Titration 
mit Phenolphthalein neutralisiert ein Molekiil des Anhydrids 
als einbasische Siure ein Mol NaOH. Wird eine Lésung derselben 
5 Minuten lang mit "/,.-NaOH am Wasserbade erwirmt, so wird 
das Anhydrid zerlegt und kann der Gehalt an demselben aus dem 
Mehrverbrauche an neutralisierendem Alkali erschlossen werden. 

Nach Jungfleisch und Godchot?) geht das r-Lactid bei 
Einwirkung von Wasser nicht sofort in 2 Molekiile Milchsiure 
iiber; es bildet sich zunichst Lactylmilchsiure, die dann unter 
weiterer Wasseraufnahme zu Milchsiure zerfallt. Lést man nim- 
lich das Lactid in lauwarmem Wasser und neutralisiert die Lésung 
sofort mit Barytwasser, so wird nun die fir Lactylmilchsiure 
berechnete Menge verbraucht. 

1. Ich habe zuniichst den Anhydridgehalt einer Milchséiure (Kahl- 
baum, spez. Gew. 1,21) zu ermitteln gesucht. 

Es wurde eine approximativ 1 proz. Lésung derselben bereitet. Eine 
Probe, gegen Phenolphthalein titriert, ergab 0,849 Milchsiure. Nunmehr 
wurde eine andere Probe mit 20 ccm ®/,)-NaOH zwei Stunden am Wasser- 
bade erwirmt und zuriicktitriert; es ergab die Titration 0,99%. Eine 
andere Probe nach fiinf Minuten Erwirmen 0,99%; eine dritte Probe 
nach zehn Minuten 1,04%. 

Die durch den Anhydridgehalt der Milchsiure bedingte Aciditits- 
zunahme konnte somit mit 16% veranschlagt werden. 

2. Dieselbe Milchsiurelésung wurde der Milchsiurebestimmung 
nach Fiirth-Charnass in der Embdenschen Modifikation unterworfen. 

a) 20 ccm titr. Menge 0,1683 g Milchsiiure, gefunden 0,1607 = 95,5% 

b) 20 _,, is »  0,1683 g re i 0,1710 = 101,6% 

ee ee »  0,2524 g ¥6 ia 0,2603 = 103,0° 

ae ae »  0,2524 g om os 0,2736 = 108,4% 
Zieht man aber den Anhydridgehalt der titrierten Milchsiure in Be- 
tracht, so ergeben sich als Effektivausbeuten a) 80,2%, b) 85,32%, 
c) 86,5%, d) 90,7%; im Mittel 85,5°%. 

1) Kunz, R., Zeitschr. d. dsterr. Apothekervereins 39, 186—189, 
ref. Chem. Centralblatt 1, 791. 1901. 

*) E. Jungfleisch und Godchot, M., Compt. rend. de I’ Acad. des Sc. 
140, 502; 141, 111; 142, 515; ref. Chem. Centralblatt 1905, 1, 861; 2, 542 
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3. Drei Proben derselben Lésung zu je 20 ccm (unter Anrechnung 
des Anhydridgehaltes 0,20 g Milchsaéure enthaltend) wurden zum Zwecke 
der Aufspaltung des Anhydrids eine Viertelstunde lang mit 40 ccm 
0/,9-NaOH am Wasserbade erwirmt und sodann erst der Bestimmung 
nach Firth-Charnass-Embden unterworfen. Es wurden gefunden 
statt 0,20 g Milchsaure: 

a) 0,1965 g Milchsiure = 98,2% 
b) 0,179 g me = s.1%h Mittel: 92,4% 
c) 0,180 g ie = 90,0% 

4. 40 cem der Milchséurelésung (unter Anrechnung des Anhydrid- 
gehaltes 0,40 g Milchsiiure enthaltend) wurden mit 60 ccm Rinderblut- 
plasma versetzt; das Gemenge wurde mit Ammonsulfat gesittigt, auf- 
gekocht, hei6 filtriert, der Niederschlag noch einmal mit gesattigter Ammon- 
sulfatlésung ausgekocht. Die Milchsiurebestimmung ergab 0,3415 g 
Milchsiure, was (unter Vernachlissigung der im Serum enthaltenen Milch- 
siure) einer Ausbeute von 85,4% entspricht. 

5. Proben der anhydridhaltigen Milchsiurelésung wurden nach der 
Vorschrift von Ohlson ausgeschiittet und die Extrakte sodann der Be- 
stimmung nach Fiirth-Charnass-Embden zugefiihrt: 

a) verwendete Menge (unter Einrechnung des in Form von Anhydrid vor- 
handenen Anteils) 0,20 g Milchs., gef. 0,1454 g Milchs. = 72,7%) .-. 
02g ,, » O186¢g » = 0.2%) £2 

” ” 0,2818 g ” at 70,4% ch 

Es sind also nicht einmal */, der vorhandenen Milchsiuremenge wieder- 
gefunden worden. Woist die inVerlust gegangene Milchsiuremenge geblieben ? 

In der wiisserigen, bereits ausgeschiittelten Portion, welche von rechts- 
wegen nunmehr frei von Milchsiure sein sollte, fand sich nach Beseitigung 
des darin gelésten Amylalkohols durch Benzol noch 1,7% der Milchsaure ; 
also immerhin nur ein kleiner Anteil. Die Hauptmenge ist offenbar auch 
nach Ausschiittelung mit Na,CO,-Lésung im Amylalkohol verblieben. 
Es wird uns dies dann verstindlich, wenn wir annehmen, daB es sich hier 
um ein Lactid gehandelt habe, das kein freies Carboxyl enthalten hat, daher 
auch beim Ausschiitteln nicht in die Sodalésung tiberzugehen vermochte. 

Zusammenfassend werden wir sagen kénnen, da8 in Milch- 
siurelésungen, die Anhydride enthalten, die direkte Titration 
selbstverstaindlicherweise zu kleine Werte gibt. Jedoch auch die 
direkte Bestimmung nach dem Aldehydverfahren kann etwas 
zu kleine Werte geben. Es scheint, daB eben in den Anhydriden 
der Milchsiure die oxydative Aldehydabspaltung nicht so glatt 
verliuft wie in freier Milchsiure. Beim Ausschiittelungsverfahren 
nach Ohlson kann ein Anhydridgehalt der Milchsiure recht erheb- 
liche Fehler bedingen*). 

1) Auch Ohlson hat bemerkt, daB die Ausschiittelung der Milchsaiure 
durch Anhydridbildung erschwert werde. 
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Es wird sich also tiberall dort, wo der Verdacht auf Anhydrid- 
gehalt einer milchsauren Lésung vorliegt — also z. B. bei Unter- 
suchungen von Fabrikpraparaten, von milchsiurehaltigen Ga- 
rungsgemischen, von lange Zeit aufbewahrten Organextrakten 
u. dgl. — immerhin empfehlen, eine Parallelprobe durch Zusatz 
von Natronlauge auf einen Gehalt von "/,.-NaOH zu bringen, 
eine Viertelstunde am Wasserbade zu erwirmen und sodann die 
Milchsiurebestimmung zu wiederholen, um in dieser Weise die 
durch den Anhydridgehalt etwa bedingten Fehler auszuschalten. 


Zusammenfassung. 


1. Die Ausschiittelung der Milchsiure mittels Amylalkohol 
nach dem Vorgange von Ohlson fiihrt bei reinen, wasserigen 
Milchsaurelésungen, nicht aber bei eiweiBhaltigen Lésungen zu 
befriedigenden Ergebnissen. Die auszuschiittelnde Flissigkeit 
mu8 vdllig eiweiBfrei sein. Diese Bedingung kann bei der Ver- 
arbeitung von Muskelextrakten am zweckmaBigsten durch 
Phosphorwolframsaurefallung erfillt werden. Die von 
Ohlson empfohlene Sattigung der zu extrahierenden Fliissigkeit 
mit Ammonsulfat hat sich als weniger praktisch erwiesen. 

2. Ein Bruchteil der in einem Organ vorhandenen Milchsiure 
verbleibt zwar beim Auskochen im Koagulum. Die GréBe dieses 
Bruchteiles ist jedoch seinerzeit von Mondschein infolge eines 
Mangels in seiner Methodik wesentlich iiberschitzt worden. 
Die Menge der im EiweiSkoagulum zuriickbleibenden und daraus 
durch ein AufschlieBungsverfahren erhiltlichen Milchsaure tritt 
im allgemeinen gegeniiber dem in den Kochextrakt tibergehenden 
. Hauptquantum so weit in den Hintergrund, daB es fir die Mehr- 
zahl physiologischer Untersuchungen in praxi geniigen diirfte, 
sich auf die Bestimmung im Kochextrakte zu beschrinken. 

3. Zur annahernden Ermittlung des Milchsiurebildungs- 
maximums eines Organes empfiehlt es sich, den Organbrei, 
in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert, im Brutofen 
einer etwa 3tagigen Autolyse unter Zusatz von Toluol und Chloro- 
form zu tiberlassen, um das Lactacidogen zum mindesten seiner 
Hauptmenge nach in Milchséure tiberzufiihren. Autolyse in 2 proz. 
Natriumbicarbonatlésung vermag zwar unter Umstanden die 
Milchsiurebildung zu beschleunigen, birgt aber die Gefahr der 
Uberlagerung einer sekundaren Milchsiurezerstérung in sich. 
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4. Es besteht keine einfache Proportionalitét zwischen dem 
Milchsiurebildungsvermégen verschiedener Organe des- 
selben IndividuumsundihremGesamtkohlenhydratbestande. 

5. Infolge der Anhydridbildung in Milchsdurelésungen 
gibt nicht nur die einfache titrimetrische Bestimmung, sondern 
auch das Aldehydverfahren zu kleine Werte. Beim Ausschiitte- 
lungsverfahren nach Ohlson kann ein Anhydridgehalt recht 
erhebliche Fehler bedingen. Bei Untersuchung von kiuflichen 
Milchsaéurepriparaten, Garungsgemischen u. dgl. wird es sich 
empfehlen, durch 1/,stiindiges Erwiarmen einer Parallelprobe 
bei einem Gehalte von "/,)-Natronlauge auf dem Wasserbade 
das Anhydrid zur Aufspaltung zu bringen und die Milchsaure- 
bestimmung sodann zu wiederholen. 





Uber die chemischen Eigenschaften von Nahrungsfetten 
verschiedener biologischer Wertigkeit. 


Von 
S. Rosenbaum. 


(Aus der Universitatskinderklinik Breslau.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1920.) 


Systematische Ernahrungsversuche haben gezeigt, daB die 
Nahrungsfette fiir den Organismus nicht nur als Brennstoffe Be- 
deutung haben, sondern daB sie auch bestimmte Bestandteile 
enthalten miissen, welche der Organismus auf die Dauer nicht 
entbehren kann [Stepp'),?), Aron‘)]. Aber nicht alle Nah- 
rungsfette sind in dieser Beziehung gleichwertig. Tiere, die als 
Nahrungsfett lediglich Olivenél, Margarine oder Schweineschmalz 
erhalten, leben nicht linger als solche, an die Fett titberhaupt nicht 
verfiittert wird. Erst Zusatz ganz bestimmter, ,,biologisch hoch- 
wertiger’‘ Fette erhalt bei sonst quantitativ ausreichender Nah- 
rung Tiere dauernd am Leben. 

Die Bestimmung des biologischen Wertes verschiedener 
Fette haben sich mehrere Autoren zur Aufgabe gesetzt. 

Osborne und Mendel konnten im Ernihrungsversuch bei einer 
Grundnahrung, die allerdings nicht durchweg aus ,,reinen“ Stoffen zu- 
sammengesetzt war, Butterfett, Eigelbfett und Lebertran als Triger 
wirksamer Ergiinzungsstoffe ermitteln, waihrend Zulagen von Schweinefett, 
Olivenél oder Mandelé] nicht imstande waren, die kalorisch ausreichende, 
aber biologisch unzureichende Grundnahrung lebenerhaltend zu ergiinzen. 
Halliburton und Drumond') fanden vegetabilische Margarine und 
Schmalz als ,,Defektstoffe“, steliten hingegen Oleo-Margarine und Rinder- 
fett der Butter gleich. 


1) Stepp, Ergebnisse der Inn. Med. u. Kinderheilk. Bd. 15. Hier 
auch die Literatur, soweit sie nicht in FuBnoten angegeben. 

*) Stepp, Med. Klin. 20. 

*) Halliburton, W. D., u. Drumond, J.C., Journ. of physiol. 
Si, Nr. 5235. 

4) Aron, Monatsschr. f. Kinderheilk. 15, 568. Diese Zeitschr: 92, 223. 
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Bei einer aus ,remen Stoffen‘‘ zusammengesetzten Grundnahrung ver- 
mochte Stepp mit Butterfett keine Wirkung zu erzielen, und konnten 
Mc Collum und M. Davis Olivenél, Schweinefett, Butter-Atherextrakt 
als wirksam, als noch wirksamer Eigelbiitherextrakt, atherunlésliches Butter- 
fett dagegen als unwirksam erkennen. 

Mac Arthur und Luckett fanden Olivenél, Butter und Lecithin 
wirkungslos, konnten in dem wirksamen Eigelbextrakt andrerseits aber zwei 
Anteile unterscheiden, von denen der eine — der aus einem Alkoholextrakt 
gewonnene Atherextrakt, enthaltend Kephalin, Lecithin, Fette und Cho- 
lesterin — sich als unwirksam erwies, Aron?) hat in ausgedehnten systema- 
tischen Fiitterungsversuchen eingehend die ,,biologische Wertigkeit“ der 
einzelnen Nahrungsfette bestimmt. Nach den bisher vorliegenden Unter- 
suchungen haben sich als hochwertig Butterfett, Eigelbfett, Lebertran, 
Nierenfette und andre tierische Organfette erwiesen, als vollig minder- 
wertig Olivenél, Schweineschmalz, pflanzliche Margarine. Riibél und 
Rinderfett scheinen eine Mittelstellung einzunehmen. 

Auf welchen Unterschieden in der Zusammensetzung diese 
grundlegende Verschiedenheit in der biologischen Wirksamkeit 
beruht, das festzusetzen ist bisher noch nicht gelungen. Gerade 
dies aber erschien fiir die weitere Bearbeitung der Frage von 
Wichtigkeit, und es ergab sich daher die Aufgabe, nach chemisch 
charakterisierbaren Unterschieden zwischen den einzelnen Nah- 
rungsfetten zu fahnden, um auf diese Differenzen dann die ver- 
schiedene biologische Wertigkeit zuriickfiihren zu kénnen. Deshalb 
wurden in Erginzung der von Aron unternommenen Fitterungs- 
versuche gleiche Fette chemisch untersucht. Besonders wichtig 
erschien es, auch das Frauenmilchfett einzubeziehen, fiir dessen 
hohe biologische Bedeutung klinische Beobachtungen sprechen. 

DaB die Unterschiede im verseifbaren Fettanteil, den Glycerin- 
estern verschiedener Fettsiuren, liegen, war zunichst nicht 
wahrscheinlich, Aussichtsreicher erschien es, diejenigen Begleit- 
stoffe der eigentlichen Fette zu untersuchen, die im Gegensatz 
zu dem verseifbaren Fett als unverseifbarer Anteil der Nahrungs- 
fette zusammengefaBt und als ,,Lipoide‘‘ bezeichnet werden. 
In der Tat scheinen vor allem zwei wohlcharakterisierte Kérper 
aus dieser Gruppe der Fettbegleitstoffe eine besondere Stellung 
einzunehmen: die Sterine und die Phosphatide. 

Auf die Bedeutung des Cholesterins wies seine Fahigkeit, 
hamolytische Gifte zu binden [Pribram?*)] und seine Teilnahme 


1) Aron, Monatsschr. f. Kinderheilk. 15, 568. Diese Zeitechr. 92, 223. 
*) Pibram, Bioch. Zeitschr, 1, 422, 
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bei physiologischen und pathologischen Stoffwechselvorgingen 
des Organismus |Klinkert')]. Besonders bedeutsam erschien 
auch der Nachweis einer Cholesterinverarmung des Blutes und 
seiner Organe nach fortgesetzter fettarmer Kost bei Kriegs- 
ernahrung (Stepp, Rosenthal?)]. Auf die Phosphatide wies 
ihre hervorragende Beteiligung am Aufbau des Nervensystems. 
Es lag also nahe, in der Gruppe der Lipoide gerade nach diesen 
beiden Kérpern zu fahnden, 

Zur Beantwortung der Frage, ob einer von diesen beiden 
Stoffen den wirksamen Lipoidanteil darstelle, schien der gecignete 
Weg der zu sein, einzelne Fette, deren Wirksamkeit oder Un- 
wirksamkeit im systematischen Ernihrungsversuch bereits einiger- 
ma8en klar sich ergeben hatte, auf ihren Gehalt an Cholesterin 
und Lecithin zu untersuchen. Ist einer von diesen beiden Stoffen 
das wirksame Agens der Lipoidgruppe, so mu8 er in den biologisch 
hochwertigen Fetten entweder in bedeutend gréBerer Menge 
als in den biologisch unwirksamen Fetten vorhanden sein, oder es 
miissen sich qualitative Unterschiede ergeben. 

Wie stellen sich also nun beide Stoffe in ihrem quantitativen 
Anteil am Aufbau der biologisch ausgeprobten Fette, und zeigen 
vielleicht die Sterine, deren chemische Charakterisierung eine 


vollige Gleichartigkeit nicht zu ergeben schien, eine Verschieden- 
heit in der Weise, da8 sich ihre Scheidung in wohlcharakterisierte 
Sterine der wirksamen Fette einerseits und der unwirksamen Fette 


andererseits erméglichen laBt? Das war die Fragestellung, zu 
deren Beantwortung eine Reihe allgemein-orientierender Ver- 
suche angestellt wurden. 

Untersucht wurden Eigelbfett, Lebertran, Butterfett, Frauen- 
milchfett, Schweineschmalz; als Aquivalent des rein nicht erhilt- 
lichen Olivenédls wurde HaselnuBél gewihlt; schlieBlich wurde 
auch noch fiir die Lecithinbestimmung eine Margarine der Mar- 
garinewerke Berolina, welche gleichzeitig auf ihre biologische 
Wertigkeit in Tierversuchen an Ratten studiert worden ist und 
sich im Gegensatz zu Butter, Lebertran und Eigelbfett als aus- 
gesprochen minderwertiges Nahrungsfett erwiesen hat (Aron, 
Monatsschr. f. Kinderheilk. 15, 568), in die Untersuchung ein- 
bezogen, und fiir die Cholesterinuntersuchung zum Vergleich 

1) Klinkert, Berl. klin. Wochenschr. 13. Bang, J., Diese Zeitschr.91. 

*) Rosenthal, Deutsch. med, Wochenschr, 1919, S, 21. 

18* 
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ein aus Hautschuppen eines kindlichen Ekzems_hergestelltes 
Sterin, welches Ricklin im Jahre 1914 im hiesigen Laboratorium 
untersucht hatte (unveréffentlichter Versuch). 


I. Sterine. 

Fiir die quantitative Bestimmung stehen zwei Methoden zur Wahl. 
Einmal die Herstellung des reinen Cholesterins aus dem Atherextrakt der 
wisserigen Seifenlésungen nach Bé mer’), die nach Ritter*) die erschép- 
fendste ist, zum anderen die Digitonidbindungsmethode nach Windaus’*), 
die aus einer Seifenlésung einen wesentlich héheren Cholesteringehalt extra- 
hiert, als die Methode von Bémer [Klostermann und Opitz‘)]. Von 
diesen Autoren liegen fir fiinf Fettsorten Cholesterinwerte nach der Be- 


stimmung als Digitonidester vor. 


Tabelle I. 


Cholesteringehalt nach Klostermann und Opitz 
(angegeben in % des extrahierten Fettes). 




















| Mar- Schweineschmalz | But- |Leber-| Men- 
af aqui [amerikan. | deutsch | terfett| tran schenfett 


Gesamtcholester. | 0,108 ou | 0,0745 oor | ose) 0,175 
Freies Cholesterin || 0,098 0,126 0,0735 0,075 | 0,272 | 0,185 








Fiir unsere Zwecke ist der Gehalt an Gesamtcholesterin (freies Choleste- 
rin + Ester) zu betrachten. Danach ist Butterfett mit Schweineschmalz 
und Margarine auf eine Stufe zu stellen. Diese Tatsache steht im Gegensatz 
zu den Versuchsergebnissen von Aron und der tiberragenden Mehrzahl der 
Autoren, bei denen Butter als hochwertiges Fett wirkte. 

Aus auBeren Griinden (Fettmangel) konnte von uns eine Digitonid- 
bestimmung nicht vorgenommen werden. Die Fette wurden teils nach 
Salkowski, teils nach Bé mer verseift. Ein Unterschied in der Ergiebigkeit 
dieser Methoden zeigte sich nicht. Die Ausschiittelung geschah nach der 
Angabe Bé mers und erfolgte Vier mal. Der Atherriickstand wurde noch- 
-mals verseift, und die Seifenliésung dreimal ausgeschiittelt. Der Riickstand 
-wurde in heiBSem absoluten Alkohol aufgenommen und so lange umkrystalli- 
siert, bis die Sterine durchweg rein weiB oder klar durchsichtig und ein- 
heitlich auskrystallisiert waren. Erst die Menge dieser ,,reinen Sterine“ 


wurde gewogen. 
: 1) Bémer, Zeitschr. f. Unters. d. Nahr.- u. GenuBm. 1898. 
*) Ritter, Zeitschr. f. phys. Chemie 34, 5430. 


3) Windaus, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 2558. 
*) Klostermann und Opitz, Zeitschr. f. Unters. d. Nahr.- u. Ge 


nuBm. 1914, §. 720. 
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Tabelle II. 
Steringehalt (in °% der Fette). 








Schweine- | Hasel- Eigelb- Frauen- 
Margarine | .chmalz | nugol | Butterfett fett | Lebertran| ichtett 


»Marga- (0,100—0,280")| 0,500") | 0,810—0,510') »Dorsch- | 0,300—0,400 

rine“: 0,200—0,220 lebertran“ | ,,im wesent- 
,250-0,180*) »auskrystal- Ki- '9,880-0,400) lich. Chole- 

»Oleo- lisiert**) gelbs“*) 0,540~7,880") sterin“ *) 
argarine“: 850 1,5‘) 
180-0,190 ') 4,55) 
| | 0,350 ,,aus- 
krystallisiert“ *) 





> | 








Nach ande- 
ren Autoren 





0,040 , 0,069 1,49 0,140 0,120 11,500") 























Eigener — 
Befund 


Die Werte der Reihe B (eigene Befunde) beziehen sich auf aus- 
krystallisiertes Cholesterin. 

Die aus den Kénigschen Tabellen entnommenen Zahlen beziehen 
sich offenbar auf ,,Rohstertne“, ebenso wie die Angabe von Arnold. Die 
Angabe fiir Eigelbcholesterin von H. A. Klein, die sich auf auskrystalli- 
siertes Cholesterin bezieht, ist auffallend hoch. Die Werte der Reihe B 
sind Minimalwerte, da beim fortgesetzten Waschen und Umkrystalli- 
sieren dauernd Krystalle in Verlust gingen, obwohl die nachtriglich ausge- 
fallenen Sterine wiederum gesammelt und der Hauptmenge zugefiihrt wurden. 
Immerhin stehen sie zueinander in etwa entsprechendem Verhiltnis, und 
ein Vergleich mit den in Tabelle 1 angegebenen Werten der erschépfenden 
Digitonidmethode zeigt, daB sie nicht allzu weit vom Maximalwert ent- 
fernt sein diirften. Weitaus am cholesterinreichsten ist Ei- 
gelbfett, danach folgt Lebertranund Frauenmilchfett. 
Gering ist der Cholesteringehalt des Butterfettes, am 
geringsten der des Schweineschmalzes und des Hasel- 
nuBéls. 

DaB demnach Cholesterin schlechtweg der wirksame Fettbestandteil 
nicht ist, geht aus den quantitativen Bestimmungen ebenso deutlich hervor, 
wie aus den Versuchen von Aron, Robertson’), Mac Arthur und 
Luckett, bei denen Cholesterin allein unwirksam war. 

Die beiden biologisch minderwertigen Fette HasclnuBél und 
Schweineschmalz sind offenbar auch die cholesterinirmsten, aber auch 


1) Konig, J., Untersuchung landwirtschaftlich und gewerblich wich- 
tiger Stoffe. 4. Aufl. 

*) Klein, H. A., Diese Zeitschr. 29, 465: ,,2,159% des Eigelbs“. 

3) Magnus-Levy, zit. nach Klein. 

*) Kitt, zit. nach Konig. 

5) Bomer, A. 

*) Arnold, Zeitschr, f, Unters. d. Nahr-. u. Genu8m. §, 433. 1912. 

7) Bestimmt als Digitonid. 

8) Robertson, Journ. of Biolog. Chem. 27, 393. 
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Butter, ein biologisch hochwertiges Fett, zeigt einen geringen Cholesterin- 
gehalt, und die Unterschiede im Cholesteringehalt von Eigelbfett — 
Frauenmilchfett — Lebertran entsprechen nicht Unterschieden in der 
biologischen Wirksamkcit. 

Bestehen also zwischen der Menge des. Cholesterins in den einzelnen 
Nahrungsfetten und ihrer biologischen Wertigkeit keine direkten Be- 
ziehungen, so bleibt doch die Frage offen, ob vielleicht die einzelnen 
Cholesterine der verschiedenen Nahrungsfette in ihrer Beschaffenheit 
charakteristische Unterschiede erkennen lassen. 


II. Beschaffenheit. 


Zur Priifung dieser Frage kamen mehrere Wege in Betracht. Einmal 
konnten die auf Oxydationsprodukten des Cholesterins beruhenden Farb- 
reaktionen einen Unterschied ergeben. Dann konnten die Schmelzpunkte 
und optischen Eigenschaften der Cholesterine und ihrer Verbindungen bzw. 
die sonstige Beschaffenheit dieser Verbindungen Verschiedenheiten ergeben. 
SchlieBlich war auch auf die anderen Bestandéeile des ,,Rohsterins‘‘ das 
Augenmerk zu richten. 

Gepriift wurden die Farbreaktionen nach Salkowski’), 
Liebermann-Burchard?), Neuberg und Rauchwanger*). Simt- 
liche Reaktionen zeigten sich als auBerordentlich empfindlich. Die Reihen- 
folge der Farbenerscheinungen war jedoch nur durch die Mengen der ange- 
wandten Substanzen, nicht durch die Herkunft der Cholesterine bedingt. 
Ein weiteres Eingehen eriibrigt sich. 

Schwierigkeiten bereitete die Bestimmung der optischen Eigenschaften. 
Ein kiufliches Cholesterin unbekannter Herkunft ergab in 3% itherischer 
Lésung [a]'}° = —29,92, in 1% atherischer Lésung [«]*};° = —18,5. Die 
entsprechenden Werte fiir Eigelbcholeste1in waren — 33,0 und — 24,9. In3% 
Chloroformlésung ergab Eigelbcholesterin [«]'j;° = — 51,0. Es ergab sich 
aber die MiBhelligkeit, daB durch die Verdunstung des Lisungsmittels cine 
genaue Konzentration nicht zu erreichen war. Auch bei Chloroformlésung 
waren kleine Substanzverluste nicht zu vermeiden, so da die Bestimmung 
der spezifischen Drehung als Unterscheidungsmerkmal fiir die verschiedenen 
Cholesterine wegen der Versuchsfehler unterlassen wurde. 

Die Bestimmung des Schmelzpunktes der Cholesterine geschah 
nach sehr oft wiederholtem Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol bis 
zur Schmelzpunktgleichheit bei zwei aufeinanderfolgenden Krystallisations- 
prozessen. Beziehungen zur biologischen Wertigkeit lieBen sich nicht ermitteln. 

Zur weiteren Charakterisierung der Cholesterine wurden von kom- 
plexen Verbindungen die Acetate [Bémer‘)] und Dibromacetate 
(Windaus®)] hergestellt. In der Art des Auskrystallisierens und in der 


1) Arch, f. d. ges. Physiol. 6, 207. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 18, 804. 

*) Neuberg, C., Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 335. 

*) Bomer, Zeitsch. f. Untersuch. d. Nahr.- u. GernuSm. 1898. 
5) Windaus, Chem.-Ztg. 30, 1011. 
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Tabelle III. 
Schmelzpunkte der Sterine. 








Butter-| Eigelb-| Leber- | Frauen- | Ekzem- 
fett | fett | tran | milchfett | schupp. 





Schwei-| Hasel- 


Margarine neschm,) nuBél 


Smp. 
(Korr.) 


149,3 bis | 196,0—142.2. 





|148,9 bis {148.4 bis) 187%) | 15054) | 
! 


> || 


150,01) | ,,Oleo- | 150,7%) | 150,81) | 


| margarine“ 


| 


Nach 
Konig 





w 


| | 

| | | 
| 
| 
| 


| 
| 150,0 | 1356 | 1495 | 1470 150,2 148,7 








Eigener 
Befund 


Krystallform ergab sich kein wesentlicher Unterschied. Auch die Schmelz- 
punkte der Verbindungen ergaben keine charakteristischen Differenzen, 
vorausgesetzt, daB die Bestimmung jedesmal bald nach der Krystallisation 
erfolgte. Beim Liegen an der Luft treten Oxydationsvorginge und Schmelz- 
punktserniedrigungen ein [Schulze und Winterstein®)}. Abgesehen von 
dem bekannten Unterschied zwischen Cholesterin und Phytosterin scheint es 
sich um gleichartige Verbindungen zu handeln, die lediglich durch gering- 
gradige Verunreinigungen, die trotz des wiederholten Umkrystallisierens 
nicht zu entfernen sind, kleine Unterschiede im Schmelzpunkt zeigen. 


Tabelle IV. 
Verbindungen der Sterine 





‘Ekzem- 
schupp. 


| Schwei- | Hasel ae | Butter- | | Eigelb-| Leber- Frauen- 
| neschm. | eae meee _fett | fett | tran milchfett 
| 1144 128,9 1145 | 1148 | 11438 | 1142 | 1148 
Dibromacetat.. | 125,0 | Krystallefallen| 124,4 1243 | 1245 | 1288 1244 
} 





Smp. (Korr.) 





ohne Wasserzu- 
satz nicht aus 


Es bleibt zu erértern, ob vielleicht andere Bestandteile des unverseif- 
baren Anteils Triiger der biologischen Wirkung sind. Im Alkohol, aus dem 
die Sterine krystallisierten, zeigten sich bei allen Fetten mit Ausnahme des 
Lebertrans (und des Hautschuppenfettes) einige mehr oder weniger gelb 
gefarbte Tropfen eines klaren (les, das bei Luftzutritt harzartig eintrocknete, 
aber alkoholléslich blieb. Weder das Vorkommen noch die Menge dieses 
Ols steht aber in irgendeiner Beziehung zur biologischen Wertigkeit. 


Ill. Phosphatide. 


Zu einer orientierenden Wbersicht wurden die P,O,-Mengen im Eigelb- 
alkoholextrakt, Frauenmilchfettitherextrakt, Lebertran und in der Mar- 
garine bestimmt. 


1) Kénig, J., Untersuchung landwirtschaftlich und gewerblich 
wichtiger Stoffe. 4. Aufl. 

2) Klein, H. A., Diese Zeitschr. 29, 265. ,,2,15% des Eigelts.“ 

%) Schulze und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chemie 43, 316. 
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Die Substanz wurde nach Neumann feucht verascht, Phosphor als 
Phosphorammoniummolybdat gefillt, die Phosphorsaure titrimetrisch, beim 
Eigelbfett gravimetrisch als Aftmoniummagnesiumphosphat bestimmt. 


Tabelle V, 
P,O,-Gehalt der Fette. 








































































Butter- Leber- | Trockeneige!b- 
Margarine fett Frauenmilchfett tran | alkoholextrakt 
A Gewichtsmengen || 15,52 15,32 22,216 | 19,846. | 18,86 2] 3,0205 | 38,0205 
zur Bestimmung | 
N/,eNaOH ver- | 96 4,2 1,76 | 1,04 
braucht H | 
P,O, 12% || 0,0155 | 0,0083 0,0104 | 0,0084} nicht | 1,494 | 1.421 
, i } wagbar 
B Andere Autoren | 00687')] —0,01174) 0,062 2) 0,568 *) 











Die gefundenen Werte fiir P.O, sind, da es sich um Bestimmungen im 
Atherextiakt handelt, den Phosphatidwerten proportional zu setzen, bis 
auf den Wert fiir Eigelbextrakt; hier ist die Bestimmung in einem Alkohol- 
extrakt ohne nachfolgende Atherextraktion vorgenommen worden, so daB 
hier der Ubergang von EiweiSbestandteilen in den Extrakt nicht auszu- 
schlieBen ist. Immerhin ergibt ein Vergleich mit dem von Juckenack 
gefundenen Werte, da8 auf jeden Fall dem Eigelbfett der bei weitem hichste 
Gehalt an Phosphatiden zuzusprechen ist, so daB auch eine Proportionalitat 
der biologischen Wertigkeit der untersuchten Fette mit ihrem Phosphatid- 
gehalt nicht zu erkennen ist, wie auch die Ergebnisse der Ernahrungs- 
versuche von Mac Arthur und Luckett und von Aron ergeben, 
da8 der Phosphatidgehalt, ebenso wie der Gehalt an Cholesterin nicht 
als Ursache der biologischen Wertigkeit der Fette betrachtet werden kann. 


Zusammenfassung. 

1, Zwischen dem Gehalt der untersuchten Nahrungsfette 
Eigelbfett, Lebertran, Butterfett, Frauenmilchfett, Schweine- 
schmalz und HaselnuBél an Sterinen wie an Phosphatiden und der 
{ biologischen Wertigkeit dieser Nahrungsfette lassen sich bestimmte 
“i Beziehungen nicht nachweisen. 
eu 2. Die Sterine der Fette zeigen qualitativ keine wesentlichen 

ie Unterschiede, die mit der biologischen Wertigkeit in Beziehung 
zu bringen wiren. 

3. Die Untersuchung des unverseifbaren Anteils einer Reihe 
von Nahrungsfetten deutet bisher nicht darauf hin, daB die cha- 
rakteristischen Unterschiede der biologischen Wertigkeit nur 
im ,,unverseifbaren Anteil‘‘ zu suchen sind. 
~-1) Glikin, Diese Zeitschr. 21, 348. 

*) Biegel, zit. nach Kénig, 0,063—0,075% H,PO,. 

5) Juckenack, zit. nach Kénig, 0,823% H,PQ,. 
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Uber die Wirksamkeit der Fermente unter abnormen 
Bedingungen und iiber die angebliche Aldehydnatur der 
Enzyme. 


Von 
Elisabeth Rona. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experi- 
mentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Hingegangen am 29. Juni 1920.) 


Auf Grund des Umstandes, da8 neben vielen anderen Stoffen 
die verschiedenen Reagentien auf Aldehydgruppen — wie Hydrazin- 
basen, Hydroxylamin und seine Abkénimlinge, Blausiure sowie 
schwefligsaure Salze — als starke Gifte auf das natiirliche Proto- 
plasma wirken, hat O. Loew im Jahre 1881 die Theorie auf- 
gestellt, daB im sog. lebendigen Eiwei8 Aldehydreste vorhanden 
waren, und hat diese Anschauung?) bis in die jiingste Zeit hinein 
vertreten, obgleich von mehreren Seiten dagegen Bedenken 
geltend gemacht worden sind. Wiahrend Loew fiir seine Ansicht 
eine Reihe wirklich vorhandener chemischer Erfahrungen an- 
fiihren kénnte — es sei an das Vorkommen von Kohlehydrat- 
komplexen in einigen Proteinen sowie an den leichten Uber- 
gang der Aminosiiuren in Aminoaldehyde*) erinnert —, ist die 
Behauptung der Aldehydstruktur auch auf die Fermente 
ausgedehnt worden, wie es scheint, ohne irgendwelche tatsiich- 
lichen Grundlagen. Zwar meint noch neuerdings Th. Bokorn y*), 
daB Enzyme EiweiBkérper waren. In Wirklichkeit diirften die 
Verhiltnisse so liegen, daB mindestens fir eine gréBere Reihe 
von Fermenten der Eiweifcharakter auBerordentlich unwahr- 


1) O. Loew, B. 14, 2508, 2589. 1881; 15, 695, 2753. 1882; Chem.- 
Ztg. 44, 417. 1920. 

2) C. Neuberg, B. 41, 956. 1908. — E. Fischer, ebendas. 41, 1019, 
1908 


8) Th. Bokorny, diese Zeitschr. 70, 213. 1915; 100, 100. 1919. 
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scheinlich ist und lediglich die schwierige Abtrennbarkeit von 
den Proteinen Jahrzehnte hindurch AnlaB gegeben hat, die Fer- 
mente selbst zu den EiweiSkérpern zu rechnen. Wie Ohta!) 
fir das Emulsin, Willstatter und Stoll?) sowie Willstatter?) 
fir die Peroxydase des Meerrettichs und fir die Lipase, wie 
8. Frankel, Hamburg und Pribram fir die Diastase, wie 
Osborne und besonders v. Euler und Mitarbeiter fiir Invertase 
nachgewiesen haben, kénnen die genannten Fermente eiweib- 
frei dargestellt werden, und jedenfalls darf man ihnen eine Alde- 
hydfunktion*) nicht unter dem Gesichtspunkte einer allgemeinen 
Beziehung zum Eiwei8 zuschreiben, fiir das ja selbst das Vorliegen 
der genannten Gruppen keineswegs feststeht. Es hat natiirlich 
auch nichts mit der erwihnten Frage nach einem Aldehydcharakter 
der Fermente zu tun, wenn man bei ihnen auf Kohlehydrate 
in glucosidischer oder polysaccharidartiger Bindung stéBt; denn 
bei diesen gerade sind freie Aldehydradicale nicht vorhanden, 
und etwa fiir die Annahme, daB das Ferment bei seiner Tatig- 
keit sich in seine Bausteine spalte und dann regeneriere, haben 
wir keinerlei Anhaltspunkte. 

Es gab nun eine Versuchsanordnung, die Frage 
nach dem Aldehydcharakter der Fermente direkt 
experimentell zu prifen, darin bestehend, daB man 
sie in Gegenwart notorischer Carbonylreagentien wir- 
ken lieB. Uber diesen Gegenstand liegt, soweit mir bekannt, 
kein systematisches Material vor. Daher prifte ich folgende 
6 Fermente, die teils zu den Proteasen, teils zu den Glucosidasen 
zihlen: Pepsin, Trypsin, Amylase, Emulsin, Inver- 
tase und Maltase, und zwar untersuchte ich die Tatigkeit / 

des Pepsins in Gegenwart von Natriumbisulfit, Hydroxyl- 
amin und Benzolsulfhydroxamsaure, 

des Trypsins in Gegenwart von Dinatriumsulfit, Cyan- 
kalium und Phenylhydrazin, 

1) K. Ohta, diese Zeitschr. 58, 329, 1914. 

2) R. Willstatter und A. Stoll, Ann. 416, 21. 1918. 

3) R. Willstatter, Chem. Centralbl. 1919, IV, 59 u. 306. 

4) Nach den iibereinstimmenden Befunden von v. Kaufmann, Le- 
vite, Jacoby, Sallinger und Wohlgemuth ist die Wokersche Be- 
hauptung betreff seiner tiefer gehenden Ahnlichkeit der Wirkungen von 


Amylase und Formaldehyd auf Stirke als so abwegig gekennzeichnet 
worden, da8 ich auf diesen Punkt nicht mehr einzugehen brauche. 
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der Amylase in Gegenwart von Dinatriumsulfit, 

des Emulsins in Gegenwart von Natriumsulfit und Kalium- 
eyanid, 

der Invertase in Gegenwart von Phenylhydrazin sowie 

der Maltase in Gegenwart von Natriumsulfit. 

Von den erwihnten Fermenten kamen verschiedene Praparate 
zur Anwendung. 

Bereits aus den Untersuchungen von C. Neuberg mit 
E. Farber und E. Reinfurth itiber die Garungserscheinungen 
ging klar hervor, da8 sowohl Invertase als Zymase und 
Carboxylase in Anwesenheit verschiedener schwefligsaurer 
Salze!) sowie eines anderen spezifischen Aldehydreagenzes, des 
Dimedons?), auBerordentlich gut wirken, und daB auch die 
Maltase aktiv bleibt; fiir die Gruppe der dem Emulsin ver- 
wandten cyanogenen #-Glucosidasen ist die Tatigkeit in blau- 
sdurehaltiger Umgebung eine alte Erfahrung. 

Meine im nachstehenden mitgeteilten Ergebnisse lehren, 
daB ganz allgemein die Enzyme in Gegenwart der 
typischen Reagentien auf Aldehydgruppen hydro- 
lysierten, sofern man — wenigstens bei den empfind- 
licheren Fermenten — fiir die Herstellung einer be- 
stimmten H-lonenkonzentration sorgte. 

Der etwaige Einwand, daB die Enzyme trotz ihrer Aldehyd- 
struktur in Gegenwart der Carbonylreaktive in Wirksamkeit 
triten, weil die Verbindung zwischen Ferment und zugefiigtem 
Aldehydreagens einer Dissoziation unterliegen kénnte, ist des- 
halb zuriickzuweisen, weil die Menge des eine Aldchydgruppe 
bindenden Zusatzes im Vergleich zum vorhandenen Ferment- 
quantum sehr groB ist. Wenn beispielsweise auf 0,4 g kiufliches 
Trypsinpulver, das sicherlich nicht den hundertsten Teil wirk- 
liches Ferment enthilt, 2 ccm reines Phenylhydrazin oder 2g 
Cyankalium treffen, wenn bei 1g Handelsemulsin von vorn- 
herein 1 g KCN vorhanden ist, oder auf 1g frische Hefe mit 
rund 0,2 Trockensubstanz die finfeinhalbfache Menge Phenyl- 
hydrazin kommt, so handelt es sich praktisch wohl um unendlich 


1) C. Neuberg und E. Farber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916; C. Neu- 
berg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365 und 92, 234. 1918; 105, 
307. 1920; B. 52, 1677. 1919; 53, 1039. 1920. 

%) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 106, 281. 1920. 
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groBe Mengen von Carbonylreagens im Vergleich zum Enzym. Da 
aber trotz dieses hohen Zusatzes die Fermente nicht nur quali- 
tativ unveraindert arbeiten, sondern auch bei richtig reguliertem 
Milieu in quantitativer Hinsicht nur unwesentlich oder gar nicht 
geschwicht werden, so kann man darin ein starkes Beweis- 
mittel gegen die Annahme sehen, daB die Fermente auf 
Grund eines Gehalts an aktiven Aldehydgruppen ihre 
Tatigkeit entfalten. 
Versuche. 

Um nach Méglichkeit polarimetrisch') die Einwirkung der 
Fermente verfolgen zu kénnen, wahlte ich in Wasser lésliche 
Stoffe als Substrate, Verschieden konzentrierte Auflésungen 
derselben wurden mit den Aldehydreagenzien und mit so viel 
verdiinnter Saiure, Lauge oder Puffergemisch versetzt, daB die 
Reaktion angenihert optimal war. Uberall wurden die Reihen 
im Brutschrank bei 37° digeriert. 


I. Pepsin. 
A. Pepsin mit Natriumbisulfit. 

«) 100 cem einer 5 proz. Lésung von Witte-Pepton wurden mit lg 
Pepsin (Witte), 1 g festen Dinatriumsulfit und 1 ccm Salzsiiure von 27% 
sowie mit 1 cem Toluol als Antisepticum versetzt. 

f) Zur Kontrolle wurden 100 ccm der gleichen 5 proz. Peptoniteung 
mit 1g Pepsin und mit je 1 cem Wasser, Salzsiure und Toluol zusammen- 
gebracht. 

y) Eine weitere Gegenprobe bestand darin, da8B zu 100 ccm 5 proz. 
Peptonlésung 1 g Dinatriumsulfit, je 1 com Wasser, Salzsiiure und Toluol, 
aber kein Ferment gefiigt wurde. 

Die Drehungen werden in klar filtrierten Proben nach den 
angegebenen Zeiten im 1-dem-Rohr an dem Prozente Trauben- 
zucker anzeigenden Prizisionsapparat von Neuberg abgelesen. 











Tabelle I. 
Zeit in Drehungen bei 
Stunden « ‘| B y 
0 —2,95 | —3,0 —3,0 
27,5 —2,3 —2,45 —3,0 
48 | —2,256 | —23 —3,0 








1) Den im folgenden angefihrten Drehungswerten kommt nur an- 
geniherte Genauigkeit zu, da die Méglichkeit besteht, daB die angewandten 
Reagenzien mit den Produkten der fermentativen Spaltung unter Wasser- 
austritt, durch Addition oder Komplexbildung reagieren. 
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Man sieht, daB das in Lésung vorhandene Natrium- 
bisulfit, eines der bekanntesten und besten Aldehyd- 
bindungsmittel, keinen deutlichen EinfluB auf die 
Spaltung von Pepton durch Pepsin ausiibte. 


B. Pepsin mit Hydroxylaminchlorhydrat. 


«) Zu 100 ccm einer etwa 10 proz. Peptonlésung wurden | g Pepsin, 
1 g Hydroxylaminchlorhydrat, 1 com Salzsaure (27 proz.) und 1 ccm Toluol 
gefiigt. 

8) 100 ccm derselben Peptonlésung wurden mit 1g Pepsin, | com 
27 proz. Salzsiure, 1 com Wasser und 1 ccm Toluol versetzt. 

vy) 100ccem 10 proz. Peptonlésung wurden mit 1g Hydroxylamin- 
chlorhydrat, 1 ccm Salzsiiure und 1 ccm Toluol vermischt. 


Tabelle II. 





Zeit in | | a _ Drehungen bei 


Stunden | a | 8 cap iS 


0 | 505 | 50 | —52 

eo Meee —52 
Be WS Bees ees 
| —3,9 | —3,9 —5,2 
|-ss | -39 |.—51 


Salzsaures Hydroxylamin verhinderte also die 
peptische Verdauung nicht. 


C. Pepsin mit Benzolsulfhydroxamsaure. 


«) 100 ccm einer 3proz. Peptonlésung wurden mit 1 g Pepsin, 
0,5 cem 27 proz. Salzsiure, 1 g Benzolsulfhydroxamsaure und 1 ccm Toluol 
versetzt. 

8) 100 cem derselben Peptonlésung mit 1g Pepsin, 0,5 ccm 27 proz. 
Salzsiure, 1 ccm .Wasser sowie 1 com Toluol. 

vy) 100ccm derselben Peptonlésung mit 1g Benzolsulfhydroxam- 
saure, 0,5 ccm 27 proz. Salzsiure, 1 com Wasser und 1 ecm Toluol. 


Tabelle III. 








Zeit in | Drehungen bei 
Stunden | 
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Da auch die Benzsulfhydroxamsiure nicht hemmte, 
so hat sich in allen Proben mit Pepsin gezeigt, daB 
die Verdauung inAnwesenheit der Carbonylreagentien 
praktisch ebenso gut wie ohne diese vonstatten ging, 
wihrend in Abwesenheit von Ferment diese Zusitze 
an sich natirlich keinen Abbau der EiweiBsubstanz 
zuwege brachten. 


II. Trypsin. 
A. Trypsin mit Dinatriumsulfit. 


«) 100 cem einer 5proz. Peptonlésung sind mit 0,4g Trypsin 
(Witte), 1g festem Dinatriumsulfit, 0,5 ccm halbgesittigter Sodalésung 
und 1 cem Toluol versetzt worden. 

8) Zu 100 ccm derselben Peptonlésung wurden 0,4 g Trypsin, 1 ccm 
Wasser, 0,5 ccm halbgesittigte Sodalésung sowie 1 ccm Toluol gegeben. 

y) In der Kontrollprobe wurden zu 100 ccm der Peptonlésung 0,4 ccm 
Wasser, 1g Dinatriumsulfit und 0,5 ccm halbgesattigte Sodalésung und 
lcem Toluol gefiigt. 














Tabelle IV. 
Zeit in| | _Drehungen bei 
Stunden| B | y 
G4 88 4 ee. | —as 
%u | -15 | ~125 | -26 
42,5 —1,3 —1,2 | —26 





Dinatriumsulfit beeinfluBte somit die tryptische 
Spaltung nicht wesentlich. 


B. Trypsin mit Cyankalium. 


«) 100 ccm 10proz. Peptonlésung, 0,4 g Trypsin, 1 g Cyankalium, 
0,5 ccm halbgesittigte Sodalésung und 1 ccm Toluol. 

£) 100 ccm 10 proz. Peptonlésung, 0,4 g Trypsin, 1 com Wasser, 0,5 com 
halbgesittigte Sodalésung und 1 ccm Toluol. 

y) 100ccm 10proz. Peptonlésung, 1 g Cyankalium, 0,4 ccm Wasser, 
0,5 com halbgesittigte Sodalésung und 1 ccm Toluol. 














Tabelle V. 
Zeit in Drehungen bei 
Stunden a B y 
o | -49 | -495 | —50 
2 | —27 | —965 | —61 
49 | —2,5 —2,6 —5,1 
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C. Trypsin mit verdoppelter Cyankaliummenge. 

«) 100 com einer 5proz. Peptonlésung, 0,4g Trypsin, 2g Cyan- 
kalium, 0,5 ccm halbgesiittigte Sodalésung und 1 ccm Toluol. 

f) 100 ccm der gleichen Peptonlisung, 0,4 g Trypsin, 2 ccm Wasser, 
0,5 g halbgesittigte Sodalésung sowie 1 ccm Toluol, 

y) 100 ccm derselben Peptonlésung, 2g Cyankalium, 0,5 ccm halb- 
gesittigte Sodalésung, 0,4 ccm Wasser und 1 ccm Toluocl. 


Tabelle VI, 








Zeit in | _Drehungen bei 


Stunden | a B | y 5 





0 | -24 | —24 | —245 
19 | —18 1,25 | —2,4 
re Ras * aie = Ge ae, 

Wahrend die kleinere Cyankaliummenge ohne 
sichtbaren Einflu8B war, verzégerte die gré8ere den 


Verdauungsvorgang ein wenig, hob ihn jedoch nicht 
im entferntesten auf. 


D. Trypsin mit Phenylhydrazin. 


«) 100 ccm einer etwa 5 proz. Peptonlésung, 0,4g Trypsin, 1 ccm 
reinstes Phenylhydrazin, 1 com halbgesattigte Sodalésung und als Anti- 
septicum 1 g Natriumfluorid. 

B) 100ccm der Peptonlésung, 0,4g Trypsin, 1 ccm Wasser, 1 ccm 
halbgesittigte Sodalésung sowie 1 g Natriumfluorid. 

y) 100ccm gleiche Peptonlésung, 1ccm Phenylhydrazin, 0,4 ccm 
Wasser, 1 ccm halbgesittigte Sodalésung nebst 1 g Fluornatrium. 


Tabelle VII. 








Zeit in | Drehungen bei 
e Stunden | a | B 











0 | —2,4 —2,25 —2,3 
27 —0,65 | —10 —24 
72 | -08 | —10 —2,4 





E. Trypsin mit mehr Phenylhydrazin. 


«) 100 ccm einer rund 5 proz. Peptonlésung, 0,4 g Trypsin, 2 ccm 
Phenylhydrazin, 1 ccm halbgesattigte Sodalésung und 1 g Natriumfluorid. 

B) 100 ccm 5 proz, Peptonlésung, 0,4 g Trypsin, 2 ccm Wasser, 1 ccm 
halbgesittigte Sodalésung sowie 1 g Natriumfluorid. 

y) 100ccm 5proz. Peptonlésung, 2ccm Phenylhydrazin, 0,4 ccm 
Wasser, 1 com halbgesittigte Sodalésung nebst 1g Natriumfluorid. 
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Tabelle VIII. 








Zeit in| ___Drehungen bei 
Stunden) 4 ogee” ane eee 
0 | —2,7 | —245 | —2,7 
20 —1,8 , -1,6 25 
68 | 1,5 ~1,8 -2,5 
9 | —14 | —126 | —2,56 


Der tryptische Abbau der im Witte-Pepton vor- 
liegenden Mischung von Albumosen und Peptonen 
wurde also durch das spezifische Aldehydreagens 
Phenylhydrazin nicht gestért. 


Ill. Amylase. 
Amylase mit Dinatriumsulfit. 


In diesen Versuchen wurde die hydrolysierende Wirkung 
der Amylase nicht polarimetrisch, sondern titrimetrisch verfolgt, 
und zwar nach der Methode von Fehling. In der Tabelle ist 
angegeben, wieviel Kubikzentimeter des bebriiteten Stirke- 
gemisches zur Reduktion von 20 ccm unverdiinnter Fehlingscher 
Mischung verbraucht worden sind. 

a) 100ccm 2proz. Stirkelésung, 0,5g Amylase (Diastase von 
Kahlbaum), 1g Dinatriumsulfit und 1 cem Toluol. 

B) 100 cem 2 proz. Stirkelésung, 0,5 g Amylase, 1 com Wasser nebst 
leem Toluol. 

y) 100 com 2 proz. Starkelésung, 1 g Dinatriumsulfit, 0,5 com Wasser 
sowie 1 ccm Toluol. 




















Tabelie 1X. 
ey Zur Reduktion erforderliche com 
Zeit in Versuchsgemisch 
Stunden a Se eae y 
Spuren | Spuren Spuren 
3 | 107 | 10,75 | , 
i, 5 10,75 | 10,65 | . 


Das stirkespaltende Ferment wurde somit durch 
Natriumsulfit, das sich mit Aldehyden leicht ver- 
einigt, nicht erkennbar beeinfluBt. 


IV. Emulsin. 
Bei Emulsin!) sind die Wirkungsbedingungen enger be- 
grenzt als bei den anderen Enzymen; so betiitigen. sich nach den 
1) E. Fischer, B. 52, 199. 1919. 
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Feststellungen von Neuberg und Mitarbeitern Invertase, Zymase 
und Carboxylase sowohl bei alkalischer als saurer wie neutraler 
Reaktion des Mediums. Beim Emulsin habe ich in einigen Fallen, 
um die geeigneten Wasserstoff-Ionenkonzentrationen (py = 5,2) 
herzustellen, ein Puffergemisch benutzt. 


A. Emulsin mit Dinatriumsulfit. 
«) 100 cem 5proz. Amygdalinlésung, 0,5 g Emulsin (Kahibaum), 
1g Dinatriumsulfit und 1 cem Toluol. 
B) 100 ccm 5 proz. Amygdalinlésung, 0,5 g Emulsin, 1 com Wasser und 
leem Toluol. 
vy) 100cem 5proz. Amygdalinlésung, 1g Dinatriumsulfit, 0,5 ccm 
Wasser nebst 1 ccm Toluol. 


Tabelle X. 








Zeit in | Drehungen bei 
Stunden | a | B | y 








0 —15}) | -—12 | —1,7 
28,5 | +05 +1,1 —1,7 
48 —0,4 +1,15 —2,0%) 


Emulsin wirkte bei Gegenwart von schweflig- 
saurem Natrium trotz der falschen H-lonenkonzen- 
tration, wenn auch wohl unvollstandiger, auf Amyg- 
dalin. 

B. Emulsin mit Cyankalium. 


Bei diesen Versuchen wurde ein Puffer angewendet; ferner 
wurde, um die Mutarotation zu beseitigen, jeweils zu der klar 
filtrierten Flissigkeit eine 3proz. Sublimatlésung*) gegeben, 
und zwar eine Menge von 2ccm auf 10 ccm Filtrat. 


«) 50 ccm 2 proz. Salicinlésung, 1 g Emulsin (Merck), 1 g Cyan- 
kalium und ein Puffergemisch*), bestehend aus 25 ccm Citratlésung und 
25 cem 0,1-n-HCl, ferner 0,5 ccm Toluol. 

1) Bei den Ferment enthaltenden Ansitzen sank der Drehungswert 
sofort nach erfolgter Mischung, denn das Emulsin wirkte schon bei Zimmer- 
temperatur kriiftig. 

2) Worauf das Ansteigen der Drehung in der Kontrolle beruht, bleibt 
ungewiB; vermutlich handelt es sich um einen Einflu8 von OH-Ionen, 
die nach Krieble (Journ. of the amer. chem. Soc. 34, 716) schon in 
Spuren eine in ihrem Wesen nach nicht ganz geklirte Drehungssteigerung 
des Amygdalins hervorrufen; auch seine Umwandlung durch Basen in 
Isoamygdalin geht nach Dakin (Journ. chem. Soc. 85, 1512) mit einer 
Erhéhung der Linksablenkung einher. 

3) Soerensen, diese Zeitschr. 21, 176 u. 260. 1909. 
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8) 50cem 2 proz. Salicinlésung, 1 g Emulsin, 1 com Wasser, 50 com 
Puffergemisch, enthaltend 40 ccm Citratmischung und 10 ccm 0,1-n HCl, 
sowie 0,5 ccm Toluol. 

y) 50 ccm 2 proz. Salicinlésung, 1 g KCN, 1 com Wasser und 50 ccm 
Puffergemisch wie bei «) nebst 0,5 ccm Toluol. 

















Tabelle XI. 
Zeit in | te Drehungen bei 
Stunden a p | , 
o | -14 | -13 | —1,30 
20,5 | +02 | +05 | —1,3 
72 | +03 | +05 | —1,3 


Bei Zugabe von Cyankalium nebst Puffer spaltete 
Emulsin das angewendete Glucosid (Salicin). 


V. Invertase. 


Invertase mit Phenylhydrazin. 
«) 100cem etwa 10proz. Rohrzuckerlésung, 1g obergirige 
Hefe M, 1,0ccm Phenylhydrazin und 0,5 g Natriumfluorid. 
B) 100 ccm derselben Rohrzuckerlésung, 1g Hefe, 1,0ccm Wasser 
sowie 0,5 g Natriumfluorid. 
y) 100 ccm jener Rohrzuckerlésung, 1,0 com Phenylhydrazin, 1 ccm 
Wasser und 0,5 g Natriumfluorid. 


Tabelle XII. 

















‘Zeit in Drehungen eg 
Stunden “ B y 
o | +53 | +53 | +52 
16 | —1,55 —1,55 +5,25 
40 | -18 —1,75 | +5,2 
66 |*—1,85 —1,7 +5,25 


Bei den Invertaseversuchen erfolgt natiirlich eine allmihliche 
Bindung des Phenylhydrazins an die entstehenden Monosaccha- 
ride; die Drehungen sind daher bei den Ansitzen mit dieser Base 
nur ungefihr vergleichbar. 


VI. Maltase. 


Um bei Maltase, die ebenfalls ein empfindlicheres Ferment 
ist’), die optimale H-Ionenkonzentration herzustellen (pg = 6,1 
bis 6,8), habe ich die Reaktion reguliert. 

1) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 57, 70. 1913. 
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Maltase mit Dinatriumsulfit. 


a) 25 ccm 5 proz. Maltoselésung, 0,5 g untergirige Trockenhefe U, 
0,5 g Dinatriumsulfit, 25 com Puffermischung, bestehend aus 17,5 ccm Citrat- 
mischung und 7,5cem 0,1 n-NaOH, sowie 1 ccm Toluol. 

B) 25 ccm 5 proz. Maltoselésung, 0,5 g Trockenhefe, 0,5 com Wasser, 
25 ccm Puffermischung, zusammengesetzt aus 13,7 ccm Citratgemisch und 
11,3 com 0,1 n-NaOH, dazu 1 cem Toluol. 

y) 25 ecm 5 proz. Maltoselésung, 0,5 g Dinatriumsulfit, 0,5 ccm Wasser, 
25 ccm einer Puffermischung wie bei «) nebst 1 ccm Toluol. 


Tabelle XIII. 








Zeit in | Drehungen bei 


Stunden | “ B 


» 
1 1-3, +3,15 
D5 +17¢@ | +28 
135 : + 2,754) 


0 +3 
22 | +41 
73 4 +41 


; 


Natriumsulfit war also ohne EinfluB auf die Mal- 
tasetitigkeit. f 


1) Der langsame und schwache Drehungsabfall in dem fermentfreien 
Ansatz kommt infolge Reaktion des Kohlenhydrats mit Sulfit zustande ; 
die Verhaltnisse entsprachen. ganz den von Neuberg, Hirsch und 
Reinfurth, diese Zeitschr. 105, 326, fiir Trauben- und Fruchtzucker 
beschriebenen. 























Weitere Mitteilungen iiber chemisch definierte Kataly- 
satoren der alkoholischen Girung. 


(Gérunfihige Zucker, Carbonylsiuren der Kohlenhydratreihe, aldehy- 
dische und ketonische Pflanzenbasen, Chinone und natiirliche Farb- 
stoffe, Nitro- und Nitrosokérper, Hydroxylaminderivate, organische 
und mineralische Disulfide, Polysulfide, Thio- und Selenosiuren, 
reduzierbare Metallsalze sowie Elemente.) 


Von 
Carl Neuberg und Marta Sandberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experi- 
mentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 

Bei dem eifrigen Studfum, das der Vorgang der alkoholischen 
Garung erfahren hat, sind eine Reihe positiver und negativer 
Katalysatoren fiir diesen ProzeB bekannt geworden. Das gréBere 
Interesse beanspruchen die ersteren, und unter ihnen bilden eine 
besondere Gruppe die chemisch charakterisierten und 
infolgedessen bis zu einem gewissen Grade in ihrer 
Wirkungsweise analysierbaren Aktivatoren. Uber diese 
haben wir bisher folgendes festgestellt: 

Die Beobachtung, daB ganz allgemein die «-Ketosauren 
(die Brenztraubensiure-Homologen) als starke Be- 
schleuniger des Garaktes fungieren, selbst wenn sie nur in 
Spuren zugegen sind, hat den AnstoB zur Bearbeitung dieses 
Gebietes gegeben'). Da in Beriihrung mit lebenden Hefen oder 
Hefezubereitungen (Saften, Trocken- oder Dauerpriaparaten) die 
«-Ketosiuren nicht von Bestand sind, sondern — wegen der 
Spaltung durch die Carboxylase — zu Kohlensiure und dem 
niachst niederen Aldehyd abgebaut werden, gelangten wir zu der 
SchluBfolgerung, daB regelmaBig auch die groBe Klasse der 
Aldehyde einen girungsférdernden EinfluB entfalten 
miisse. Diese Voraussicht hat sich in vollem Umfange erfiillt. 
Wir haben friiher gezeigt, daB die Aldehyde aller Reihen, d. h. 
aliphatische, aromatische wie fettaromatische, cyclische wie 
heterocyclische, natiirliche und synthetische, einfache und be- 
liebig substituierte, solche von niederen und héchsten Molekular- 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 75. 1915, sowie C. Neuberg und 
E. Schwenk, diese Zeitschr. 71, 135. 1915, 
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gewichten und mit groBer Wasserlislichkeit wie mit lipotropem 
Charakter, grundsitzlich den gleichen Stimulationseffekt aus- 
iiben, und zwar in einer sehr variablen Konzentrationsbreite, 
indem die Verdiinnungen zwischen m- und ™/jo99- Lésungen 
schwanken konnten. Dieses Verhalten war von uns an 71 Alde- 
hyden festgestellt worden’). 

Eine weitere Entwickelung erfuhr die Frage auf Grund der 
Erfahrung, daB die in biologischer Hinsicht gemeinsame 
Eigenschaft der Aldehyde ihre phytochemische Re- 
duzierbarkeit ist. Die phytochemische Reduktion ist nun 
auch bei anderen Substanzgruppen méglich, so bei aliphatischen 
und aromatischen Nitrokérpern, bei Thioaldehyden und Di- 
sulfiden und ebenfalls bei anorganischen Salzen, wie beim unter- 
schwefligsauren Natrium?). Aus zahlreichen Untersuchungen von 
Neuberg und seinen Mitarbeitern, die seit 1912 ausgefiihrt 
wurden, ergab sich, daB jenen Substanzen allgemein die Fahigkeit 
zukommt, als H-Empfanger zu dienen, und mit dieser 
Acceptortitigkeit geht, wie mehrfach hervorgehoben 
werden konnte, das Beschleunigungsvermégen voll- 
kommen parallel. Inder Tat war es méglich, diesen Zusammen- 
hang fiir Vertreter aller dieser Gruppen darzutun, indem z unachst 
die Thioaldehyde, darauf die Ketone allerverschie- 
densten Baues, ferner Nitromethan, Nitrobenzol und 
o-Nitrotoluol sowie Athyldisulfid, Cystin und Na- 
triumthiosulfat als wirksame Stimulantien erkannt 
wurden’). Der Einflu8 der genannten Katalysatoren erstreckt 
sich auf den Umsatz der 3 Zymohexosen; er ist am stirksten auf 
die Vergirung von Traubenzucker und Mannose. 

Um weitere Anhaltspunkte fir die Beurteilung der 
zugrunde liegenden Frage zu gewinnen, ob tatsachlich 
die durch Hefe reduzierbaren Kérper in ihrer Ge- 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 145. 1918, sowie C. Neuberg 
und M. Ehrlich, diese Zeitschr. 101, 239. 1920; dort auch die mit diesem 
Gebiete in Zusammenhang stehende Literatur. 

*) Die Reduzierbarkeit von Na,S,O, durch Hefensaft allein ist von 
M. Hahn (Zymasegirung 1903, S. 342) entdeckt; bei gleichzeitig ab- 
laufender Garung entsteht neben H,S nach Neuberg u. Welde (diese 
Zeitschr. 67, 111. 1914) Natriumsulfit, was Tanner (Journ. Amer. 
Chem. Soc. 40, 663. 1918) bestitigt hat. 

3) C. Neuberg und M. Ehrlich, diese Zeitschr. 101, 276. 1920. 
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samtheit Aktivatoren derGiarung sind, haben wir noch 
eine gréBere Reihe von organischen und anorgani- 
schen Substanzen nach dieser Richtung hin gepriift. 

Schon frither haben wir auf die merkwiirdige, hier zu- 
erst beobachtete Tatsache hingewiesen, daB selbst 
Zuckerarten, die an sich nicht giren, wie beispiels- 
weise die Triosen, Pentosen, Methylpentosen, be- 
stimmte Hexosen, Heptosen, die Lactose, das Glucos- 
amin usw., einen Stimulationseffekt bei der Umsetzung 
garbarer Kohlenhydrate auBern. Die allgemeine Giiltig- 
keit dieser Erfahrung belegen wir mit zwei extremen neuen Bei- 
spielen, mit dem Glykolaldehyd, C,H,O,, dem niedrigsten 
Zucker, sowie der Cellobiose, C,,H,,0,,, dem bekannten Bau- 
stein der Cellulose. Wie aus den nachstehenden Tabellen (s. 
8. 301 u. 302) sich ergibt, gehért der Glykolaldehyd zu 
den allerstarksten Aktivatoren. 

Andere natiirlich vorkommende, an sich girungsunfihige 
Substanzen aus der Zuckerreihe, die eine Carbonylgruppe ent- 
halten, aktivieren ebenso den Girungsvorgang, wie am Fall der 
d-Glucuronsaure ersichtlich ist. Ihr an schlieBt sich die auf 
synthetischem Wege erhaltene isomere d,l-Aldehydschleim- 
saiure (Galakturonsiure) sowie die verwandte Keto- arabon- 
saiure. Die Carbonylsaiuren (die durch alle méglichen Oxy- 
dationen, auch durch Einwirkung von Licht und elektrischen 
Strémen nach den einschligigen Untersuchungen Ne ubergs aus 
den Kohlenhydraten so leicht hervorgehen und wohl bei den bio- 
chemischen Vorgiingen auftreten kénnen), die zu ihnen gehérende 
Glucuronsiure, die haufig den Traubenzucker im Tierkérper be- 
gleitet, und die Galakturonsiure, deren d-Form nach F. Ehrlich 
sowie M. L. Suarez in Gestalt der Pektine und Saponine mit den 
girfihigen Zuckern vielfach in den Vegetabilien vergesellschaftet 
ist, kénnen also die alkoholische.Zuckerspaltung erleichtern. 

Bei einem Aldehyd der Alkaloidgruppe, dem Pelle- 
tierin, hatten wir vor Jahresfrist keine Wirkung festgestellt, 
aber schon damals darauf aufmerksam gemacht, daB uns kein 
reines Produkt zur Verfiigung gestanden hatte. Mit einwand- 
freiem Pelletierin — sowohl mit der freien Base als mit ihrem 
bromwasserstoffsauren Salz — erhielten wir nunmehr den er- 
warteten Effekt. Damit ist die Zahl der als Garungsaktivatoren 
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erkannten Aldehyde auf 76 gestiegen; ihre Menge scheint beliebig 
vermehrbar *). 

Das dem Pelletierin isomere Keton, das Pseudopelle- 
tierin, erwies sich, da es eine Carbonylgruppe enthilt, gleich- 
falls als Stimulans, und ebenso verhielten sich zwei weitere 
ketonische*) Pflanzenbasen, Hygrin und Cuskhygrin. 
Auch ein anderes, und zwar synthetisches Keton der 
Alkaloidreihe, namlich der Chiningruppe, das Chininon, 
zeigte die Aktivierungsfihigkeit. 

In den vorangegangenen Mitteilungen hatten wir bereits 
hervorgehoben — und die bisher neuerwahnten Substanzen be- 
stitigen diesen Umstand —, daBes gerade wichtige Natur- 
produkte sind, die einen EinfluB auf den Ablauf der 
alkoholischen Girung kraft ihres Beschleunigungs- 
vermogens ausiiben. 

Dieselbe Eigenschaft findet sich nun verbreitet bei den 
vegetabilischen und animalischen Diketonen bzw. Chi- 
nonen. Fir einfache Diketone, wie Diacetyl und Benzil, ferner 
fir Campherchinon hatten wir schon den Stimulationseffekt 
beschrieben. In der Tat zeigen Isatin, Alizarin, Purpurin 
sowie Carminsaure, die nach den neusten Untersuchungen von 
O. Dimroth®)' als ein Oxyantrachinonabkémmling zu be- 
trachten ist, das Aktivierungsvermégen. Dementsprechend ver- 
haltensich die gewéhnliche 6-Anthrachinon-monosulfosaure 
und ihr niedriges Homologon, die 1, 2-Naphthochinon-sulfo- 
saure (-4), ferner das als Abbauprodukte wichtiger Alkaloide 
bedeutungsvolle Phenanthrenchinon nebst der 3 - Phenan- 
threnchinon-sulfosaure und der natiirliche Farbstoff Quer- 
cetin, der zur Gruppe der Flavonole gehért, ebenso. Dieser Zu - 
sammenhang von chemisch definierten ketonischen Pig- 
menten, insbesondere auch von den Blitenfarben, mit 
der Zuckerspaltung erscheint uns nicht gegenstandslos; eine 
betrachtliche Zahl der Pflanzenfarbstoffe enthalt Carbonylgruppen. 

Um weiteres Material fiir die giirungsférdernde Kraft der 
Stickstoff-Sauerstoffverbindungen zu erbringen, haben 


1) Uber ihr bemerkenswertes Vorkommen im Ackerboden s. Schrei- 
ner u. Skinner, Ch. C. 16. I. 520. 

2) Vgl. R. Willstatter, B. 33, 1161. 1900. 

%) O. Dimroth, A. 399, 1. 1913. 

















294 C. Neuberg und M. Sandberg: 


wir zunichst aus der aliphatischen Reihe das Nitroithan 
mit dem erwarteten Resultat geprift. Als ausgezeichnet wirksam 
erwiesen sich ferner die Nitrosokérper, so das Nitroso- 
benzol selbst, das p-Nitroso-dimethyl-anilin sowie Ni- 
troso-f-naphthol. Auch die nachst niedere Reduktionsstufe, 
die im Phenylhydroxylamin vorliegt, zeigte katalysierende 
Fahigkeiten. 

Erfolgreiche Versuche mit o-Nitrophenol, m-Nitranilin, 
m-Dinitrobenzol, «-oder[{1:OH,2,4:]-Dinitrophenol sowie 
[1 CH,, 2, 4, 6]- Trinitrotoluol, dem bekannten Sprengstoff 
Trilit, zeigten die allgemeine Verbreitung des Stimu- 
lationseffektes auch bei sehr verschiedenartigen kom- 
plizierterenund mehrfach substituierten Nitrokérpern. 
Vergleichende Ansiatze mit aquimolekularen Mengen von Nitro- 
benzol, Nitrosobenzol und Phenylhydroxylamin ergaben, daB das 
Nitrosobenzol am kraftigsten den Giarakt beschleunigte. Die 
zymologische Zusammengehérigkeit dieser drei Kérperklassen 
war nach ihrem gleichsinnigen Verhalten bei der phytochemischen 
Reduktion [Neuberg und Welde?)] zu erwarten gewesen, wie 
ja tberhaupt die Verbindungen mit diesen drei Radikalen nicht 
allein in vitro, sondern nach anderen Erfahrungen*) auch in 
mannigfachen biologischen Wechselbeziehungen stehen. 

An den Beispielen des Athyldisulfids, Cystins und Na,S,0, 
hatten wir friher die Rolle der aneinander geketteten 
Schwefelatome bereits erkannt. Das groBe Interesse, das gerade 
das Cystin als weitverbreitetes Eiwei8spaltungsprodukt bietet, war 
uns Veranlassung, nicht nur die ehemals allein mit salzsaurem 
Cystin ausgefiihrten Versuche zu wiederholen, sondern sie auch 
auf Cystin in alkalischer Lésung, auf Cystin-natrium, aus- 
zudehnen. In beiden Formen wirkte dieses natirliche 
Disulfid*). Ihm nahe_ stehen die Dithiomilchsiure, 
[—S - CH(CH,) - COOH],, sowie die Dithioglykolsaiure, 

1) C. Neuberg und E. Welde, diese Zeitschr. 60, 472 und 67, 18. 1914. 

*) E.Meyer, H. 46, 503. 1905; W. Heubner, Arch. f. exper. Pathol. 
u. Therap. 7%, 241. 1913; Moore, Med. Res. Comm.'1917; W. Lip- 
schiitz, H. 109, 221. 1920; vgl. auch R. Anschiitz und W. Zimmer- 
mann, B. 48, 152. 1915 u.a.m. 

’) Auf ein Freiwerden von ,,eingebautem“ Cystin aus dem HefeneiweiB 


infolge proteolytischer Vorgiinge kénnte u. a. die von uns friiher gelegentlich 
beobachtete verstirkte Garwirkung gelagerter Safte zuriickzufiihren sein. 
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[—S- CH,- COOH], ; beide betatigten sich als deutliche Aktivatoren. 
Da die Kérper der Thioglykolsiurereihe leicht zuginglich sind, 
haben wir einen Vergleich zwischen dem Disulfid, 
Dithioglykolsiure, und dem betreffenden Mercap- 
tan, der Thioglykolsiure [HS~-CH,- COOH], sowie 
dem zugehérigen Sulfid, der Thiodiglykolsiure 
[S(CH,- COOH),], vorgenommen. Nur das Diaulfid zeigte 
hier die Garungsbeschleunigung und bestitigte die 
Richtigkeit unserer mehrfach hervorgehobenen Anschauung, daB 
die reduzierbare Gruppe den Aktivatoreffekt bedingt. Dasselbe 
Verhalten ergab die Gegeniiberstellung von «-Dithiodilactyl- 
siure und entsprechender «-Thiomilchsaure. 

Durch das Ergebnis der letzterwihnten Versuche wurden wir 
dazu gefiihrt, des weiteren einfache mineralische Schwefel- 
und Selenverbindungen zu priifen, die in gewissem Sinne 
den organischen Disulfiden an die Seite zu stellen sind. Es 
scheint uns sehr bemerkenswert, daB das Natriumdisulfid, 
Na,S,, Natriumtrisulfid, Na,S,, sowie Natriumpentasul- 
fid, Na,S,, deutlich aktivierten. Den gleichen Einflu8 wies das 
Natriumtetrathionat, Na,S,0,, auf. 

Nach diesen Erfahrungen war es nicht erstaunlich, daB auch 
andere anorganische Substanzen Stimulatoren sind, 
in denen Schwefel in gebundener Form vorkommt. Es 
sind dies zunichst einfache Salze der in den Erzen so weit ver- 
breiteten Thiosiuren, wie das Natriumsulfantimoniat, 
Na,SbS,, und Natrium sulfoxyarsenat, Na,AsO,S. Ahnlich 
verhielt sich das Natriumtrithiocarbonat, Na,CS,, sowie 
das Natriumselenosulfat, Na,SSeO,, und schlieBlich erzielten 
wir dasselbe Resultat einfach mit kolloidalem Schwefel sowie 
mit kolloidalem Selen; in diesen freien Metalloiden liegt ja 
nichts anderes vor als eine Aneinanderreihung von Schwefel- oder 
Selenatomen, nach E. Beckmann}?) bis 8, bzw. Se,, die leicht 
zu den Wasserstoffverbindungen hydrierbar sind. DaB das zum 
Zerfall neigende Selencyannatrium, NaCNSe, wirksam ist, 
fiigt sich ganz in den Rahmen der iibrigen Beobachtungen. Das 
Kaliumxanthogenat, C,H,O-CSSK, beschleunigte gleichfalls 
nach einer anfinglichen Verzégerung, die mit irgendeiner Gift- 
wirkung zusammenhingen diirfte. 
ee E. Beckmann, Zeitschr. f. phys. Chem. 5, 76. 1890; 22, 614. 1897. 

















Sy. ob Ae tr i Gib gah oh PO ese Tides “ 








296 C. Neuberg und M. Sandberg: 


Die tiberraschende Tatsache, daB einfache anorganische Ver- 
bindungen wie die erwihnten schwefel- bzw. selenhaltigen Kérper 
einen bedeutenden Einflu8 auf den Vorgang der alkoholischen 
Zuckerspaltung ausiiben kénnen, veranlaBte uns zur Untersuchung 
noch anderer mineralischer Substanzen, insbesondere solcher 
Metallsalze, die in verschiedenen Oxydationsstufen 
auftreten kénnen, namentlich der Verbindungen von Eisen, 
Kupfer, Zinn, Cer, Vanadin, Molybdin, Uran und Kobalt. Wir 
befanden als wirksam Ferrichlorid, Ferrisulfat, gl ycerin- 
phosphorsaures . Eisenoxyd, citronensaures Eisen- 
oxyd-Ammoniak, Ferricyankalium, Kupfersulfat, 
Kupferchlorid, Glykokollkupfer, Cerichlorwasser- 
stoffsiure, vanadinsaures Natrium, Kalium-hexa- 
sulfomolybdat, Uranylsulfat, Stanni- Ammonium- 
chlorid und komplexe Kobaltiverbindungen vom 
Typus Hexammin-kobalti-chlorid, Carbonato-tetram- 
min-kobalti-nitrat, Trinitrato-triammin-kobalt und 
Kalium-tetra-nitro-diammin-kobaltiat. 

Einige der angefiihrten Verbindungen, wie das sulfoxy- 
arsensaure Natrium (NaO),As=S8S, und K. A. Hofmanns 
hexasulfo-molybdinsaures Kalium, K-8,-MoS,,  gehdéren 
gleichzeitig zwei Kategorien an, indem sie sowohl Metall in 
einer desoxydablen Form als reduzierbaren Schwefel enthalten, 
der direkt oder mittelbar in einer polysulfidischen Bindung zu- 
gegen ist. 

Kontrollversuche haben weiterhin gelehrt, daB die Salze 
derselben Metalle in niederer Oxydationsstufe, beispielsweise 
Ferro- und Kobaltoderivate, ganz im Einklange mit den an ver- 
gleichbaren organischen Stimulantien gemachten Erfahrungen, 
keinen beschleunigenden Einflu8 besaBen. 

In diesem Verhalten und iiberhaupt in der Wirksamkeit der 
so verschiedenartig konstitutierten Mineralstoffe liegt ein neuer 
Beweis*) fiir unsere Deutung, daB die Reduzierbarkeit und 
nicht eine physikalische Zustandsinderung mit dieser 
Art von gesteigerter CO,-Entwicklung zusammenhingt. 
Die Desoxydation bedingt einen Verbrauch an Stimulans; ein 
solcher 1aBt sich, genau wie wir es frither fiir die organischen 
Aktivatoren gezeigt haben, ebenfalls fiir die anorganischen Salze 
1) @. Neubergu. M. Ehrlich, diese Zeitschr. 101, 280 u. 311. 1920. 
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nachweisen, sofern man eine sekundire Belebung durch den 
Luftsauerstoff verhindert. . 

DaB nicht etwa lichtchemische Einfliisse mitspielen, an die man auf 
Grund der alteren Ergebnisse!) von Neuberg und seinen Mitarbeitern 
bei den Mineralsalzen und Chinonen hatte denken kénnen, schlieBen 
besondere Dunkelversuche aus. Auch bei Fernhaltung von Strahlenarten 
kam die Garungsférderung zustande, wiihrend unter dieser Bedingung 
erfahrungsgemaéB eine photokatalytische Bildung von Carbonylsubstanzen 
aus Alkchol sowie Aminosiuren usw. unterbleibt. 

Ersichtlicherweise handelt es sich bei den metallischen 
Garungskatalysatoren teils um gewoéhnliche, teils um komplexe 
Mineralstoffe, ferner um halb- und innerkomplexe Gebilde, also 
praktisch angenihert um alle vorkommenden Bindungsarten. Die 
Metallderivate weisen den 2., 3., 4., 5., 6. und 7. Wertigkeitsgrad *) 
auf. Es erscheint uns als ein schéner Erfolg der Theorie, 
da8B die reduzierbaren Mineralstoffe in ihrer groBben 
Mannigfaltigkeit sich dem allgemeinen Bilde ein- 
fiigen, das wir von einem Zusammenhange zwischen 
Gairungsaktivierung und Desoxydation entwerfen 
konnten. 


Beziiglich der disulfidischen, chinoiden und metallischen 


Fermentaktivatoren, die nach Zahl und Art bedeutender 
Variationen faihig sind, wird man dhnliche Betrachtungen an 
stellen dirfen, wie wir es vormals fiir die mit Beschleunigungs- 
vermégen begabte Klasse der Aldehyde getan haben. Bedenkt 
man, da auch auf sie viele zugefiigte Reagentien durch Addition, 
durch Ausschiittelung wie Anreicherung, sowohl durch Komplex- 
bildung als Ionisierung usw. einzuwirken imstande sind, so ergeben 
sich daraus Beziehungen zu den Fragen nach der Natur der 
Enzymvergiftung und Reaktivierung; denn wir wissen vielfach 
nicht, welchen Anteil Aktivatoren an einer Fermenttitigkeit 
haben, so da8 bisweilen als enzymschidigend betrachtete Eingriffe 
nicht das Ferment, sondern einen Aktivator zu betreffen brauchen. 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 305. 1909; 29, 279. 1910; 44, 
495. 1912; C. Neuberg und A. Galambos, diese Zeitschr. 61, 315. 1914; 
C. Neuberg und E. Schwenk, diese Zeitschr. 71, 219. 1915. 

2) Octovalente Verbindungen, zu denen bestimmte Abkémmlinge 
seltener Platinmetalle zihlen, wurden wegen ihrer betrichtlichen Unbe- 
stindigkeit in Gegenwart reduzierender organischer Stoffe bisher nicht 
verwendet. 
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Die erwahnten Beschleunigungen des Garungsvorganges lassen 
sich am einfachsten*) bei Versuchen mit Hefemacerations- 
saften demonstrieren. Der Grund dafir diirfte nach unseren 
friheren Darlegungen darin beruhen, daB diese Sifte nur mit 
demjenigen Aktivatorvorrat ausgestattet sind, den die Hefe im 
Augenblicke der Herrichtung besaB. Stellt man entsprechende 
Ansatze mit lebenden Hefen an, so mu8 man damit rechnen, 
daB infolge des EiweiBstoffwechsels zum mindesten die alde- 
hydischen Katalysatoren auf dem Wege iiber die «-Ketonsaéuren 
dauernd entstehen, und man wird bei frischen Hefen nicht in 
allen Fallen den Einflu8 der Zugaben zu beobachten imstande sein. 

Wir fihren einige Versuche mit anorganischen und 
organischen Stimulatoren an, die auch bei lebenden 
Hefen einen deutlichen Ausschlag geliefert haben, in 
ahnlicher Weise wie wir ihn hier friiher schon fiir die Aldehyde 
und Ketone nachgewiesen hatten. Die Zuckerspaltung durch 
lebende Hefen wurde beschleunigt durch Pelletierin und Chininon- 
chlorhydrat, durch salzsaures Cystin, Ferri-glycerophosphat, citro- 
nensaures Kisenoxyd-Ammoniak, tetrathionsaures Natrium, durch 
Luteokobaltchlorid, Carbonato-tetrammin-kobaltinitrat sowie 
schlieBlich durch Cerichlorid, Ferrisulfat nebst Eisenchlorid. 
Die Garungsférderung belief sich bis auf 200%, zeitweise sogar 
bis auf 500% des Normalumsatzes; bei lebender Hefe waren wir 
ehedem nur mit obergirigen Sorten erfolgreich gewesen, wahrend 
wir jetzt auch mit einer untergirigen Rasse zum Ziele kamen. 
Somit besteht an dem allgemeinen Charakter der Er- 
scheinungen kein Zweifel. Die Phinomene lassen sich mit 
geeigneten Sorten lebender Hefe, ausnahmslos aber mit Hefe- 
siften als Vorlesungsversuche glatt vorfiihren. 

Streifen méchten wir noch die Méglichkeit von Beziehungen 
zwischen unseren chemisch definierten Katalysatoren und den bisher be- 


kanntgewordenen nicht in ihre Bestandteile aufgelésten Substanzgemischen, 
die mit aktivierenden Fihigkeiten ausgestattet sind. Hierhin gehért in 


1) Wir sind bisher (vgl. hierzu C. Neuberg, diese Zeitschr 88, 153. 
1918) keinem girfihigen Safte begegnet, mit dem die Aktivatoren-Expe- 
rimente nicht ausfiihrbar gewesen wiren. Die benutzten Trockenhefen 
waren zu recht auseinander liegenden Zeiten und aus ungleichen Sorten 
hergestellt; die daraus erhaltenen Saéfte unterscheiden sich nach Garkraft, 
Angirungsdauer und Empfindlichkeit gegen Zusitze, aber die BeeinfluB- 
barkeit durch die Stimulatoren war tiberall vorhanden. 
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erster Linie das sogenannte Coferment, das nach unseren') sowie den 
auch von Harden?) gemachten Beobachtungen mehr oder minder weit- 
gehend durch eine Mischung von «a-Ketosiuren mit Kaliumphosphat 
ersetzt werden kann; hinzu treten die von E. Vahlen*), K. Kurono‘), 
8S. Frankel und J. Fischl*) sowie E. Abderhalden und H. Schau- 
mann®) beschriebenen Extrakte. 

Fiir das Coferment wie die Gruppe der aldehydischen’) Stimu- 
lantien ergeben sich wichtige Zusammenhinge mit dem Eiwei8umsatz, 
insbesondere mit dem Aminosiurenstoffwechsel, indem der oxydative 
Abbau der Proteine iiber diese Kérper fiihrt. Fiir die Katalysatoren von 
Frankel und Fischl sowie Kurono, die durch Ausziehen von Trocken- 
hefe oder embryonalen Pflanzenteilen mit Alkohol gewonnen werden, er- 
scheint eine cofermentartige Kom ponente nicht ausgeschlossen. Ein 
gleiches ist betreffs des Aktivators von Abderhalden und Schaumann 
nicht von der Hand zu weisen®); freilich dirfte ihr Substanzgemenge 
noch andere wirksame Stoffe enthalten; die Autoren schreiben namlich 
1. c. §. 90: ,,Die beschleunigende Wirkung des alkoholischen Hefeextraktes 
beschrinkte sich jedoch nicht auf den Komplex der Zymase, sondern sie 
erstreckte sich auch auf die von Neuberg entdeckte und ebenfalls in der 
Bierhefe enthaltene Carboxylase.“‘ Da nun die Carboxylase nach den 1913 
mitgeteilten Erfahrungen von Neuberg und Rosenthal®) sowie Har- 
den’) unabhingig vom Coferment der Zymase tatig ist, so mu8 man noch 
nach anderen Bestandteilen suchen. Die Autoren haben einen Extrakt 
verwendet, der durch 24stiindige gemaBigte Behandlung von Hefe mit 
10 proz. H,SO, bereitet war; darin kénnten auch Substanzen wie Cystin 


oder Cystinpeptide, den Hefenucleinsiuren entstammende Pentose, ferner 
das von J. Meisenheimer™) in der Hefe nachgewiesene Glucosamin 
u. a. Verbindungen mehr enthalten sein kénnen, die wir als girbeschleuni- 
gend erkannt hatten. Solches gilt aber namentlich fiir das erste hierhin 
gehérige Produkt, das Metabolin von Vahlen; es ist dies ein durch 
Verkohlung mit Chlorzink und nachfolgende Behandlung mit starker 


1) C. Neuberg und E. Schwenk, diese Zeitschr. 71, 135. 1915; 
s. a, C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 201. 1918. 

2) A. Harden, Biochemical Journ. 11, 64. 1917. 

3) E. Vahlen, H. 59, 194. 1909; 90, 158. 1914; 106, 133. 1919. 

4) K. Kurono, Journ. Coll. Agr. Tokio 5, 305. 1915. 

5) §. Frankel und J. Fischl, Chem. Centralbl]. 18, II, 572. 

6) E. Abderhalden und H. Schaumann, Arch. f. d. ges, Physiol. 
172, 1. 1918; Chem. Centralbl. 19, I, 567. 

7) Vgl. hieriitber C. Neuberg und E. Schwenk, lL. c. 

8) Vgl. hierzu H. v. Euler und J. Laurin, Ark. fér Kem. 7%, Nr. 28. 
1920. 

®) C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 128. 1913; 
Chem. Centralbl. 13, IT, 57. 

10) A. Harden, Bioch. J. 7, 214. 1913; Ch. C. 13, I, 1888. 

11) J. Meisenheimer, H. 104, 234. 1919. 
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Lauge und Saure erzieltes Material aus Pankreas, Hefe oder Kartoffeln; 
z. T. werden auch noch kriftige Oxydationsmittel, wie KCIO, und starke 
HCl, angewendet. Der hohe S8-Gehalt des Metabolins deutet vielleicht 
auf locker gebundenes oder sekundar verindertes') Cystin, ferner kann 
dieses Material alle méglichen ,,Réstprodukte‘‘ einschlieBen; mehr oder 
weniger verinderte alkaloidahnliche Substanzen vom Typus des Ory- 
zanins*), die weit verbreitet sein sollen, usw.*), kénnten ebenfalls mit im 
Spiele sein (iiber deren Aktivierungseffekt s. vorher S. 292/293). Zieht man 
weiter in Betracht, daB auch kleine Mengen von Metallsalzen nicht aus- 
geschlossen sind, so wird man der Miglichkeit Rechnung tragen miissen, 
daB ein Teil des Einflusses jener bisher undefinierten Katalysatoren 
auf einer Mitwirkung der von uns gekennzeichneten Gruppen chemischer 
Individuen beruht. 

DaB unsere anorgariischen Salze Stimulantien sind, nament- 
lich Eisen-, Zinn- und Kupferverbindungen, scheint be- 
sonders beachtenswert, wenn man bedenkt, daB diese Substanzen 
in praxi aus den GiargefiBen in die Maischen gelangen kénnen. 
Aber auch die ungeheure Mannigfaltigkeit der organischen Kata- 
lysatoren verdient unsere volle Aufmerksamkeit. 

Weiter ergibt sich, daB — wie es bei den Aldehyden von uns 
schon friither als notwendig bezeichnet ist — auch hinsichtlich der 
Ketone, der Nitro-, Nitroso- sowie der Hydroxylaminkérper, der 
Chinone, Disulfide, anorganischer Schwefelverbindungen und 
vieler Metallsalze mit der Auffassung gebrochen werden muB, 
daB diese Art von Substanzen schlechthin als Enzym- und Zell- 
gifte betrachtet werden. Vielmehr kénnen sich die Organismen 
ihrer zur Erzielung besonders lebhafter Stoffwechselvorginge 
bedienen‘). 

Im ganzen sehen wir die Natur geradezu wetteifern, den 
Zuckerumsatz auf dem Wege der Gairung und wohl auch auf 
dem der Atmung, der damit verwandt ist, mit allen méglichen 
Mitteln zu unterstiitzen und zu beschleunigen. 


1) Vgl. hierzu Suter, Baumann (1895) sowie aus spiterer Zeit 
L. 8 piegel (Chem. Centralbl. 1901, II, 1356) und E. Friedmann (Beitr. 
z. chem Phys. u. Pathol. 3, 184. 1903). 

2) U. Suzuki, T. Shimamura u. 8. Odake, diese Zeitschr. 43, 
89. 1912; K. Kurono, l. ¢. 

8) Den Pyrrolidinring im Hefeneiwei8 hat H. Prings heim (Wochen- 
schr. f. Brauerei 30, 399. 1913) nachgewiesen. 

4) Wie mit ihrer Hilfe die Vegetabilien mangels eines Nervenapparates 
auf chemischem Wege ihre Respirationsprozesse regulieren kénnen, haben 
wir friiher angedeutet. 
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Experimenteller Teil. 


Die Anordnung der Versuche war die gleiche, die 
sich in unseren fritheren Mitteilungen bewahrt hatte. 


A. Ansitze mit zuckerartigen Substanzen. 
1. Versuche mit Glykolaldehyd'). 
a) Saft aus Unterhefe der Brauerei Happoldt. 


«) 10,0cem Saft, 2,0ccm 5 proz. Glucoselésung, 1,0cem m-Glykol- 
aechye. 








_Entwickelte ccm co, nach 


— ue os e ] 
| 5” |107| 15°] 25°] 30°|: 40" 45’| 60’ | 75” | 90° | 105” 120° 
/0, 


Temperatur 17° 








‘ol 11.2| 11,8 | 12,5 


8) 10,0 ccm Saft, ‘4 com jeans ft 1,0 com ™/19-Glykol- 
aldehyd. 








Entwickelte com CO, nach dN 
Temperatur 17° 
| a 15’| 25’| 30”) ~ 45’| 60’ | 75’ | 90° | 105’| 120” 


o|49/78/8ale, | lia, li2 











12,7 


y) 10,0ccm Balt, 20 ccm Pehle pain Lee com bi aks 
aldehyd. 








Entwickelte com CO, nach 
15’| 25’) 30’) 40’| 45’| 60’| 75’| 90’|105’| 120” 
0| 0 | 0+ 0 | 0 | 1,5) 3,0| 7,0| 9,3/ 9,7/10,4| 10,9 
6) 10,0ccm Saft, 2,0ccm 5proz. Glucoselésung, 1,0 ccm Wasser. 


Temperatur 17° 














Entwickelte cem CO, , nach 
Temperatur 17° ———— —— 
5’| 10’| 15/ | 40’| 45’| 60’| 75° 907105" ‘120° 
Aperarges > d | o | 2,7| 
In besonderen Versuchen haben wir uns davon iiberzeugt, daB der 
Glykolaldehyd — wie das fiir lebende Hefe bekannt ist — auch mit Mace- 
rationssiften nicht in Giarung geriet. 
In allen folgenden Fallen wurden stets nach dem- 
selben Schema 
10,0 ccm Hefensaft, 
2,0 ccm 5 proz. Traubenzuckerlésung und 
1,0 com Aktivatorlésung*), baw. 1,0 ccm H,O in der Kon- 
trolle zusammengebracht. 











1) Zugiinglich aus Dioxymaleinsiure nach C. Neuberg und E. 
Schwenk, diese Zeitschr. 71, 112. 1915. 
*) Oder auch Aktivatorsuspension bei schwer oder nicht Jéslichen Stoffen. 
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Zur Raumersparnis werden die Resultate in tabel- 
larischen Ubersichten wiedergegeben. 


b) Saft aus Unterhefe der Schulthei8brauerei. 








Entwickelte com CO, nach 
15’ |20’| 30’|45’| 60’| 75’| 90’|105’|120° 135’ 
mit m-Glykolaldehyd . . | 0 /|1,4| 4,0/7,2| 9,3 {10,6 |11,4 |12,2 |13,1 | 13,3 


wv ae ia . - | 0,6 |2,9 8,3 10,1 |11,0 |11,6 |12,2 |13,0| 13,1 
oo ha ge . + | 0/0 0,4| 3,7| 7,0] 9,3/10,3|11,2| 12,0 


i 


Kontrolle 0/0] 0 10,2 [0,5 |1,2 | 6,3 | 10,2 





Temperatur 18° 


























c) Saft aus Unterhefe Nr. 1103 des Instituts fiir Girungsgewerbe in Berlin. 








Entwickelte com CO, nach 
20’ | 30’| 45’| 60’| 75’| 90’ | 105’ | 120’ | 135’ 
mit m-Glykolaldehyd . . | 0 |0,7/3,8|5,6/6,6| 82/ 88) 9,3) 9,8 
2 


3 
gs” “Beg . « | LL) 3,71 6,2| 7,7| 9,4! 10,5 | 10,9 | 11,2 | 11,3 
Be 9 Aes .. | 0} 0] 010,3/1,7| 5,7] 7,0| 7,7} 84 
0 


Kontrolle 0 





Temperatur 16° 


























0| 0| 02] 06] 23} 4,7 


d) Saft aus Trockenhefe von Schroder. 








Entwickelte cem CO, nach 
90’ | 105’ | 120” | 135’ | 150° | 165’ | 180’ 





Temperatur 18° 





| 


2,7 5,2 6,8 Pe i 8,4 | 8,9 
4,0 6,0 7,4 7,9 8,3 | 8,7 
2 
1 


mit m-Glykolaldehyd . . 
m 





5 | 49 | 67 | 7,7 | 82 | 85 
0 | 28 | 5,7 | 68 | 7,4 | 7,8 


> 


” ™/ 100° ” 


Kontrolle 0 

















1, 
eH 
| 


Der Glykolaldehyd erwies sich also ein aufBerst starker 
Aktivator, da er in ganz ungewohnlich kurzer Zeit den Eintritt 
der CO,-Entwicklung hervorrief. Er iibertraf in seinem Beschleu- 
nigungsvermégen noch das bisher als kriaftigsten aldehydischen 
Stimulator von uns angesprochene Onanthol. Um die iber- 
raschend groBe Wirkung des Glykolaldehyds genauer zu ver- 
folgen, ist sein EinfluB auf Safte verschiedener Herkunft gepriift 
worden Er hat iiberall seine aktivierende Kraft entfaltet. (Der 
etwas schwiichere Effekt bei dem Saft aus Hefe von Schroder 
ist darauf zuriickzufiihren, daB letztere aus dem Jahre 1914 
stammte, also schon sehr alt war.) — Die ™/,.-Konzentration 
war tiberall die giinstigste. 


— 
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2. Versuche mit Cellobiose’). 
Saft aus Miinchener Trostnnbate, 








| Entwickelte ¢ com em CO, nach 
Temperatur 23° | — — 

| ¢ 60’ | | 75° | 90° | 105” | 120° | 135° | 150° 

| 


mit m-Cellobiose .... | 21| 8,7 | 104 | 120] 12,7] 13,2| 13,6 
i ae | 9 | 53/ 90 | 109 | 118 | 12,3 | 12,9 
» "hw » | 0 | 10] 5,8 | 9,7 | 10,4 | 11,3 


Kontrolle ......./ 0 | 05| 5,5 | 9,7 | 11,3 | 12,0 | 12,6 

Cellobiose wirkte in der m- und ™/,.-Konzentration stark 
aktivierend, wahrend die CO,-Entbindung bei der ™/,-Kon- 
zentration nach 90 Minuten von derjenigen im Kontrollsystem 
erreicht und dann sogar iibertroffen wurde, was wohl auf einen 
Zufall zurickzufihren ist. Cellobiose selbst girt nicht. 

















8. Versuche mit d-Glucuronsiure’), 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








| Entwickelte cem CO, nach 
Temperatur 20° i I — 
| 45° | 50” | 55° | 60° | 75° | 90° | 105° 








1,5 | 37 | 52 $27 9,4 | 11,2 
23 | 4,7 | 61 | 7,2 | 9,2 | 12,0 | 125 
2,1 
1,0 | 





mit ™/,9Glucuronsiiure . | 
” ™/ 90° ” . I 
™/,0007 ° 


Kontrolle 


> 


| 4,5 | 6,0 | 7,0 ae 11,6 | 12,3 
2,7 | 5,7 | 6,8 | 9,0 | 11,5 | 12,2 











4. Versuche mit d, l-Galakturonsiure*) (als Calciumsalz). 
‘ Saft aus Hefe von Schroder. 








Entwickelte ecm CO, nach 
55° | 60° | 65’ | 70’ | 75’ | 90° | 105” | 120’ 
mit ™/,9-Galakturonat . . | 5,3 | 6, 1 | 7.6 8,3 | 9,5 | | 10,4 | 11,3 


a, ee se % Rab 0,9 10,5 | 11,2 | 12,3 | 13.0 
| 4.1 | 88 | 9,3 10,4 | 11,9 | 11,8 | 1214 


» ™/1000" ” 
LOS ae | 1,4 | FOrgICa 93 1021110] 11,8 
I sithidicasd cas betatigte sich als Aktivator. Die Ga- 
rung setzte am starksten in dem System mit ™/s999- Konzentration 
ein, wurde aber nach 70 Minuten von der CO, Entwicklung in 
der Anordnung mit ™/,9>-Konzentration tiberholt. Bei starkerem 
Gehalt hemmte dieser Zusatz. 


1) Dargestellt nach J. Madsen, Diss. Hannover 1917 (Laborator. O st). 

2) Verwendet wurden reines kristallisiertes Glucuron, bereitet nach 
den Angaben von C. Neuberg, Ber. 33, 3317. 1900 sowie C. Neuberg 
und 8. Lachmann, diese Zeitschr. 24, 416. 1910. 

3) Gewinnung nach E mil Fischer, Ber. 23, 937. 1890, und 24, 2142. 1891. 


Biochemische Zeitschrift Band 109. 20 





Temperatur 21° 








3 
4, 
1, 
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Die freie Glucuronsaure tibte in ™/,9)- und a 
tration eine deutliche, wenn auch schwache Beschleunigung auf 
die CO,-Produktion aus, wihrend sie in ™/,)-Konzentration eine 
geringe Verzégerung herbeifihrte. 


5. Versuche mit 1-Ketoarabonsiure (als Calciumsalz). 
Saft aus Berliner Trockenhefe. 








| Entwickelte com CO, nach 





Temperatur 17° 
| 40’ | 45’ | 50’ | 60’ | 75’ | 90’ | 105’{ 120’ 


mit ™/,,-Ketoarabonat!), | 2,2 | 3,5 | 4,7| 6,3] 7,71 89| 9,6/ 10,1 
ni). . | 42 | 5,7 | 726 | 94 | 10,5 | 11,4 | 11,7 | 123 
7.5 
8 











nao cg Rane 8.7| 9,8 | 10,3| 11,0 
Kontrolle 1,2 | 24/50/68] 7,7] 87| 9,4] 9,9 

Das ketoarabonsaure Calcium steigerte die CO,-Ent- 
wicklung, besonders in ™/,199-Konzentration. 




















B. Ansitze mit aldehydischen und ketonischen Alkaloiden *). 


6a. Versuche mit Pelletierin. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte ccm CO, nach 
Temperatur 23° L ntwicke ud cm ws nac 
| 30’ | 35’| 40’ | 45’| 50’ | 40’ | 75” | 90’ 

mit ™/,,-Pelletierin . . . | 0 | 0,5 | 1,8] 4,0 | 61 | 7,7 | 9,7| 10,7 
™/ 60° .. . 16,7122) 45162181 | 95 | 11,5] 123 


” 100 ” | 
oo ™/ssee" 0,8 | 2,6 | 5,0 | 7,0 | 85 | 9,6 | 11,8} 12,6 


Kontrolle 0,3 | 1,3 | 2,9 | 4,6 | 63 | 7,8 | 9,9/ 11,0 


Pelletierin beschleunigte in ™/,9.- und besonders ™/j99- 
Konzentration; in ™/,>-Konzentration war es stérend. 
































6b. Versuche mit bromwasserstoffsaurem Pelletierin. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 
Entwickelte ccm CO, nach 


Temperatur 23° 
40’ | 45’ | 50’ | 60’ 














mit ™/,9-Pelletierinbrom- | 
hydra | 3,5 | 5,2 7 | 7,8 

3,7 | 5,5 3 | 8,1 
4,7 | 6,5 2 | 8,7 
Kontrolle 3,7 | 5,5 | 63 | 8,1 

1) Darstellung siehe bei C. Neuberg und E. Hirschberg, diese 
Zeitschr. 27, 327. 1910. 

2) Hier wie im folgenden wurden in Wasser unldsliche Substanzen in 
verdiinntem reinstem, insbesondere aldehydfreiem Alkohol gelist. 
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Auch als Salz wirkte das Pelletierin aktivierend, und zwar 
in ™/19990- Konzentration. 


7. Versuche mit Pseudo-pelletierin’). 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte com CO, nach 
60’ 75’ | 90’ 
mit ™/,9-Pseudo-pelletierin | : 5,0 7,4 8,5 


” ™ / 500° ” j 7,7 10,1 10,9 
» ™/ 1000" ) 7,0 9,5 | 10,3 


Kontrolle 0,5 | ; 42; 55 | O88 | 08 


Temperatur 22° 























Pseudo - pelletierin erwies sich als Stimulator, vornehm- 
lich in ™/19) Konzentration. 


8. Versuche mit Chininonchlorhydrat?). 

a) Saft aus Hefe von Schroder. 
Temperatur 17 ar ae 
mit ™/,HCI-Chininon. . | | 0 0 
” ™/100° % aa i hs 4.6 


” 7/5000" ” ea. } 1,0 3,0 
Kontrolle 1} 0 | o | 05 








Entwickelte ecem CO, nach 











b) Saft aus Berliner Trockenhefe. 








Entwickelte com CO, nach 
Temperatur 22° Reena anon tae 
: PE err bs Sate Of 
mit ™/,,>-HCl-Chininon. . | 0 0,8 4,8 
» reo ‘. ad Br? Oe ee 9,3 
” ™/ 000° ” ee } 1,5 6,0 9,1 
Kontrolle | 1,0 5,9 9,0 











| 


Chininonchlorhydrat bedingte in *m / 49° Konzentration 
eine, allerdings bei verschiedenen Saften ungleiche Férderung 
der CO,-Entwicklung. 


1) Das Keton war uns durch die Liebenswiirdigkeit der Herren 
J. v. Braun und K. HeB zuginglich. 

2) Die freie Base hemmte die Gairung sowohl mittels Saft als mit 
lebender Hefe (s. 8. 325). Das Material ist nach den Angaben von P. Rabe 
(A. 364, 330 und 365, 353. 1909) dargestellt gewesen; der Giite des Ent- 
deckers verdankten wir ein zweites Priiparat. 


20* 
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9a. Versuche mit Hygrin. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 

















Entwickelte com CO, nach 


















































































Temperatur 19° 
; a 90’ 105’ 120’ 
mit ™/,Hygrin ....| 0 0 2,9 4,0 
i, ee ee ss ee 4,1 6,9 8,0 
ie Ma ee 1. ae 5,5 6,2 
pS  prae ae ere 0,5 | 2,3 4,5 5,5 
Hygrin rief in ™/,-Konzentration eine Beschleunigung 
hervor. 9b. Versuche mit salzsaurem Hygrin. 
Saft aus Miinchner Trockenhefe. 
| ickel 
Daina 4° | Entwickelte com CO, nach rae 
ue ene | 45° | 60’ | 75” | 90° | 105’ | 120” 
mit ™/,,-Hygrinchlorhydrat] 1,1 | 56 | 7,8 | 90| 94 | 9,9 
we ol z 12 | 68 | 85 | 97 | 104 | 11,3 
2» ™/ 10007 99 0,9 5,0 6,9 7,9 8,5 9,3 
Kouteolle suse es | 07} 47 | 69 | 79] 85° | 93 












Auch salzsaures Hygrin zeigte Aktivierungsvermégen, 
namentlich in ™/j99-Konzentration. 


10. Versuche mit Cuskhygrin. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 
















Entwickelte com CO, nach 












































Temperatur 19° — 
75’ 90’ 105’ 120’ 
f3 mit ™/, -Cuskhygrin 0 0 1,4 5,3 
ey sa: ha FO 0,5 2,3 5,3 6,9 
‘i P| > ™/ 10007 ” 0,9 4,0 7,1 8,8 
: Kontrolle ....... 0,5 2,5 5,2 6,7 






Cuskhygrin wies in ™/jo99-Konzentration einen Stimu- 
lationseffekt auf. 

C. Ansitze mit yatiirlichen und synthetischen Diketonen 
und Chinonen. 
Versuche mit Isatin. 






11. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 



































































iat eS Entwickelte com CO, nach 

i Temperatur 21° — 

i 45’ | 60’ | 75’ | 90’ | 105’ | 120’ 

i mit ™/,,Isatin. . .. . 20 | 64 | 82] 93 | 10,1 | 10,4 

i Be oo aE A 91.9801 48) 641 74.1 78 

i BS oe AE NS 08 | 29 | 431 65 | 72 | 7,5 

oe Kontrolle ....... 0 | 20/ 42/58] 65 | 69 
: 
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Isatin betatigte sich als guter Aktivator in geradem Ver- 
haltnis zur Starke seiner Konzentration®). 


12. Versuche mit Alizarin. 
Saft aus Berliner Hefe. 








} Entwickelte com CO, nach 
| 
_ 445" vat 75’ | 90" |105’|120’|135’|150’| 165’|180’ 


at-™/Aligerin . . . « |o/0]0}0| 0 0 | 0] 0} of 10 
» ho» + + + - [0,5] 1,5] 3,5] 7,0| 8,5| 9,4! 10,8] 11,4) 11,9/ 12,1 
» roo » —. - - - /0,8|2,1| 4,6] 8,2| 9,8 | 10,6) 12,3) 13,0) 13,8| 14,0 


Kontrolle jo | 0 | oto 0 | 0,3] 1,7| 4,5| 7,6| 8,4 

Alizarin wirkte stark beschleunigend auf die CO,-Entwick- 
lung, besonders in ™/1999-Konzentration; die ™/,.-Konzentration 
war stérend. 


Temperatur 17° 











18. Versuche mit Purpurin. 
Saft aus Berliner Hefe. 





_ Entwickelte ¢ com m CO, nach xs 


& \75”| 90” |105”|120’|135’|1507|165’|180’ 


mit ™/,,Purpurin. . . . | 4,7| 6,6| 75] 8.1 85] 9,1 |10,3 |10,5 
| ee | 6,5| 7,9| 8,8) 9,2} 9,6/10,0 |10,1 10,1 
” ™/ 1000" ” L oaete, + | 2,7 3,8 | 4,5 ’ 5,5 5,8 6,1 
Kontrolle 10/0/0] 0] 0 | 0,8] 3,2] 7,1] 8,9 

Purpurin zeigte eine bedeutende Aktivatorkraft, am besten 
in ™/199-Konzentration. 


{ 
Temperatur 18° 




















14, Versuche mit Carminsiure. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 











Entwickelte ecm Je nach 
Temperatur 20° a eS ia ey ESET EE SENOS 
| 60’ | 75” 90° 105’ _|_ 120° 
Cfexmenee: i +— Poe ER Binet Winer. Fh 


| 
mit ™/,4-Carminsiure . . | 0,9 2,0 | 7,0 9,8 | 9,9 





ie. ee 45 | 79 | 95 | 96 
Ra: i 35 | 78 | 95 | 96 


Kontrolle | 9, | 3,0 69 | 90 | 92 

Carminsaure fungierte als ein Stimulans in ™/,- und 
™/1000°- Konzentration ; in ™/,9-Konzentration verzégerte sich zuerst 
die CO,-Entwicklung, iiberholte jedoch pach 90 Minuten diejenige 
im Kontrollansatz. 








1) Eine Vergiirung von Isatin selbst, an die man wegen seiner Be- 
ziehung zur o-Aminophenylglyoxalsiure (Isatinsiure) hatte denken kénnen, 
haben wir unter den obwaltenden Bedingungen nicht beobachtet. 
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15. Versuche mit 8-anthrachinon-monosulfosaurem Natrium. 
Saft aus Berliner Hefe. 








Entwickelte com CO, nach 
90’ | 105’ | 120’ 135° | 1507 | 165’ | 180’ 





Temperatur 17° 





mit ™/,9-Anthrachinon- | 
sulfonat ag 0 0 0 0 ee a 0 
1 


i ee r oes eae 0 0,8 | 11 | 1,7] 26 
9,0 | 11,1 | 12) 


» Shee - | 04 | 08 | 35 | 6,9 | 
Kontrolle 0 | 0 | 07/25 | 46] 63] 81 
Das anthrachinonmonosulfosaure Natrium_ ver- 
mochte sich als Aktivator zu betiitigen, jedoch nur, wenn es in 
geringsten Mengen, wie in ™/ ,999.- Konzentration, zur Anwendung ge- 
langte. In ™/,99-Konzentration wirkte es verlangsamend und in ™/jo9- 
Konzentration unterband es sogar die CO,-Produktion. 

















16. Versuche mit 1, 2-Naphthochinonsulfosiure (-4). 
Saft aus Berliner Hefe. 


i 
Entwickelte com CO, nach 
60’ |75’ |90’|105’|120’|135’|150’|165’|180’ 














Temperatur 17° 








mit i 

sulfosdure Apne 0 0| 0 0 0 
» ™/ 100" i es 6,9 |8,6 |9,5 {10,1 11,6 |11,9| 12,3 
» ™/ 10007 ae 0,5 |1,8 |4,9| 8,0 »1 10,9 |11,5 | 12,1 


Kontrolle 0/0 {0,3| 1,1] 3,4 7 6,0| 7,8] 8,7| 9,6 

Die Naphthochinonsulfosaiure beschleunigte in ™/s99- 
Konzentration erheblich, auch die ™/,999-Konzentration stimu- 
lierte noch kraftig, wahrend die ™/,.-Konzentration eine Hemmung 
bedingte. 





























17. Versuche mit Phenanthrenchinon. 
Saft aus Trockenhefe von Schroder. 











Entwickelte com CO, nach 
75’ 190’ 105’ 1207 a 150’|165’|180’|195’ 210/ |225/ 





Temperatur 20° 





mit ™/,9-Phenan- 
threnchinon . |/2,0|5,7|8,4| 9,8 eed ha, she ,9 12,1 |12,1 |12,1 |12,1 | 12,1 

» Bie » 0,4 0,7|1,8| 3,8| 7,3| 9,2/10,3 /10,8 |11,3 |11,7 {12,1 |12,2 
a PO 0/0 | 0,4/ 1,0 3,8| 6,8| 7,9) 8,6) 9,3 10,8 


Kontrolle 0/0/0}0]0] 0] 0| 0 [0,5] 1,2| 2,3] 5,7 

Im Phenanthrenchinon lag ein ausgezeichneter Aktivator 
vor, sein Einflu8 stand in geradem Verhaltnis zur Konzentrations- 
starke. 
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18. Versuche mit 3-Phenanthrenchinon-sulfosaéure (als Kaliumsalz). 
Saft aus Trockenhefe von Schroder. 











Entwickelte ccm CO, nach 
| 60’ | 90° | 120° | 150°| 180° | 210° | 240” 
mit ™/19- henantrenchinon-| 
sulfosaurem Kalium | | 2) 
» ™/1007 ” | 1 | 4,2 
” ™/ 50007 | 
Kontrolle 





Temperatur 17 ° 








0 
0 


Die 3 - Sulfosiure des Phenanthrenchinons}) gab sich 
in Form des Kaliumsalzes gleichfalls als ein girungsférdernder 
Stoff zu erkennen, der nur unbedeutend schwacher war als seine 
Muttersubstanz. 

19. Versuche mit Quercetin. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








| Entwickelte ccm CO, nach 
|105’ |1207 135’ | 150” | 165’ | 180” | 195” |210”|225° 
mit ™/,-Quercetin . a 0 | 0 / 0 | 0 | 03! 0,7| 1,4 | 2,0 


we Mh ss Pe 0,7 ‘| 1,7 | 3,0| 5,0| 7,3 | 9,2 9.8 
ae 0: hae 1,3 | 2,3 | 5,6 | 8,4 | 8,9 
0,5 | 


0 
Kontrolle . . 0 1,1 | 2,1 | 5,4| 8,3| 8,9 





Temperatur 22° 














Das Quercetin steigerte in ™/,19>-Konzentration. 


D. Ansitze mit Stickstoff-Sauerstoff-Verbindungen. 


20. Versuche mit Nitroathan. 
Saft aus Berliner Hefe. 








Entwickelte com CO, nach — 
30’ | 45’ | 60’! 75’| 90’ | 105’| 120°| [135°[180" 165’ 
mit */ Nitrodthan. 0 | 0 [0,6 /1,9|5,0| 5,8 | 7,6 | 9,2 |10,7|11,5 


a - haw 2/8 0} 0/03/14] 26 | 34 /5,7| 7,4! 84 
» ™/seee | 0|0/| 0 10,9 | 2,8 | 5,6| 6,9 


Kontrolle }0/0/ 0/0) 0| 0 [05/19 | 49 | 69 





Temperatur 18° 











Nitroathan aktivierte vortrefflich; die stimulierende Kraft 
sank mit abnehmender Konzentration. 


1) Dargestellt aus der nach R. Pschorrs (B. 34, 4004. 1901) be- 
wahrter Vorschrift leicht zugiinglichen reinen 3-Phenanthrensulfo- 
séiure; die anderweitig erhiltlichen Sulfosiuren sind Gemische wechseln- 
der Zusammensetzung. 





C. Neuberg und M. Sandberg: 
21. Versuche mit Nitrosobenzol. 
Saft aus Berliner Hefe. 
Entwickelte ccm CO, nach 
30’ | 45’| 60’ |75’| 90° 120’ | 135’| 150’| 165’|180’ 











Temperatur 17° 





mit ™/,9-Nitroso- 

benzol. . . {0,6/4,1/7,8{9,5|10,5 |11,0|11,6 | 12,1 | 12,3 | 12,5 |12,8 
> Mihee” ts oe 0 |2,7/4,5| 5,2| 6,6! 7,7| 8,3) 8,9] 9,3/ 99 
» igo» . - | O| 0 0 | 0,3| 2,5] 64] 8,8] 94/103 


Kontrolle ....)0/0/0/0| 0! 0 | 0,3] 0,6] 3,5| 4,9| 7,8 
Nitrosobenzol war infolge seiner starken Reduzierbarkeit 
ein guter Stimulator; am besten wirkte es in ™/,>-Konzentration. 
22, Versuche mit p-Nitroso-dimethyl-anilin. 
Saft aus Berliner Hefe. 


















































Entwickelte com CO, nach 
$0’| 45° 60’| 75’| 90’| 105’ | 120’| 135’|150’ mod 





Temperatur 18° 





mit ™/,,-p-Nitroso-dime- | 


thyl-anilin . . . . | 1,9} 5,2 i 10,0 |11,0|11,7 sa 12,4 
am 1,3} 4,3 “J 8,7 | 9,4/10,2 |10,5} 11,1 
0 1,1} 1,9| 3,6) 4,2) 5,7 


Kontrolle 0/0 0,5 | 1,1| 3,3|48| 6,6 
p-Nitroso- dimethyl - cea beschleunigte sehr kriftig, 

am meisten in ™/,-Konzentration; auch in ™/,999-Konzentration 

verursachte es anfanglich noch eine geringe Steigerung. . 


28. Versuche mit «-Nitroso-3-naphthol. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 


Entwickelte ccm CO, nach 
30’ | 45’ | 60’ | 75’ | 90’ | 105’ | 120’ | 135’ 
ee 1,0 | 5,5 | 8,6 | 10,2} 11,0} 11,5 | 11,9 | 12,3 


. 0,4 | 1,2 | 3,2 | 7,1} 9,0! 10,8 | 11,4 | 11,8 
» ™/s000° 0;0;0 0 | 0,5) 09) 2,7| 4,3 


es LB Se, 0 | 0,4; 0,7 | 2,5) 4,0 
«-Nitroso-f-naphtol erwies sich als deutlicher Aktivator. 


24, Versuche mit Phenylhydroxylamin. 
Saft aus Berliner Hefe. 


Entwickelte com CO, nach 
45’ | 60’ | 75’ | 90’ | 105’ | 120’ 



































Temperatur 20° 









































Temperatur 17° 





mit ™/,¢ Phenylhydroxyl- 
amin . 1,0 | 5,4 


os hae a ee ar 5,7 9.0 
» ™/s000° ” 0 0 5 y 9,3 


0 0 
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Phenylhydroxylaminlésungen fungierten als Stimulan- 
tien, deren Wirkungsgrad mit dem Gehalte wuchs. 


25. Versuche mit o-Nitrophenol. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 


t Entwickelte ccm CO, nach 


I 


75” | 90° | 105” | 120 | 135” 7150" 165’| 180’ 


09| 24] 5,5| 7,7°| 95 | ‘10.8 | 11. 
0,4/ 0,8) 1,5] 28) 4,9 | 7,8) 9,8 
0,2} 0,5 | 09} 1,5 | 4,3 | “a 9,5 











Temperatur 20° 
mit ™/,9-0-Nitrophenol . | 0,3 
” ™ / 00° ” - | 0 
» ™/s000" - | 0 | 
Kontrolle 0| 0 | 03} 

o-Nitrophenol ethéhte kriftig die CO,- ‘Entwicklung, am 


meisten in ™/,,.-Konzentration. 


26. Versuche mit m-Nitranilin. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 

















Entwickelte cem CO, nach 
Temperatur 19°  eapeney MANGER Saeten 7 ee ay 
90’ | 105’ | 120’ 150’ | 165’ 
mit ™/,o-m-Nitranilin . . | 4,2 | 5,5 as 8,1 
” ™/ 100° ” 1.8 0,7 1,4 3,3 , 6,0 
» ™/ 000" “4 ii | 3,2 |" 5,6 
Kontrolle 0 | 03 | 0,7 | 1,8 | 3,4 | 
m - Nitranilin zeigte deutliche katalytische Kraft. 


27. Versuche mit m-Dinitrobenzol. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 


180’ 


9,1 
7,6 























Entwickelte com CO, nach 
| 45’ | 00’ |. 75° | 90° | 105’ | 


mit ™/,9-m-Dinitrobenzol 7,1 | 84 
» ™/100" ” 0 3.0 | 61 
” ™ / eee” | | i 0,7 | 4,7 7,9 


Kontrolle | 0,7 2,4 5,5 
m - Dinitrobenzol férderte die CO,- Entwicklung lebhaft i in 
direkter Abhangigkeit von der Starke der Konzentration. 


28. Versuche mit Dinitrophenol (1:OH, 2:4 NO,). 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 





Tem tur 20° 
tt 120’ 


$,0 
8,0 














Temperatur 18° 





Entwickelte 


nach 





105’ | 120’ | 


135’ 


165’ | 180’ 





mit ™/,)-Dinitrophenol 
” ™/ 100" ” 


> ™/r0007 9 


1,4 
4,0 
0,8 


| 
} 
@ 7 
0,7 | 
| 


7,2 
11,8 
7,8 


10,4 


5,3 | 
6,3 | 





0 
4 | O04 | 


60; 74 





312 C. Neuberg und M. Sandberg: 


Auch das Dinitrophenol iibte eine Aktivatorwirkung aus, 
am besten in ™/j9-Konzentration; der Einflu8 war ahnlich wie 
beim Dinitrobenzol. 


29. Versuche mit Trinitrotoluol (1CH,, 2, 4, 6 NO,). 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 











Entwickelte ecem CO, nach 
| 90’ |105’|120’|135|150’|165”|180’ 
mit ™/,,-Trinitrotoluol | 7,1/8,6| 9,5 |10,0 |10,5 |10,8 /11,0 |11,2 


» ™/100" ” 8,8 |10,3 |11,2 11,7 12,0 |12,4 
x» ™/1000° 0 | 0,5; 1,1] 2,8 4,9| 6,8 8,2 


Kontrolle | 0' 0/0/00] 0} 10] 39 





Temperatur 20° 











” 














Im dreifach nitrierten Toluol lag ein vortrefflicher 
Beschleuniger der Girung vor; sie setzte gleichzeitig in den Sy- 
stemen mit ™/,9- und ™/199-Konzentration ein, doch tiberholte die 
CO,-Entwicklung bei ™/199-Gehalt nach 75 Minuten die des An- 
satzes mit ™/,.-Konzentration. 


80. Vergleichende Versuche mit Nitrobenzol, Nitrosobenzol und 
Phenylhydroxylamin. 


Saft aus Berliner Hefe. 


a) 








Entwickelte com CO, nach 
45’| 60°| 75’ a 150’|165’ 180’ 





Temperatur 17° 





mit ™/, -Nitroben- | | | 
zol ....{0/0 |0,3/0,7 2,4) 5,1, 8,3 100 109 1.8 )2ahes 
+ ™/,9-Nitroso- 
benzol . . ,3|3,8| 5,3 | 6,7 | 7,7 | |85/%8 twolo4 09113113 
” m/,"Phenythy- | 
droxylamin . /0 |0,3)0,5) 1,2) |4,0/7,2'| 9,4 11,3 12,6 13,1 13,3 


Kontrolle... . .|0/0|0 | 0| 0 |0,3/1,7 | 5,7| 8,8|10,9[11,6|12,0 

















B) 
Entwickelte cem CO, nach 
15’ |30’|45’ | 60’ |75| 90’ |105’|1207|135’| 150’|165’|180’ 
mit ™/,9-Nitrobenz.| 0 | 0| 0 |0,3|1,2) 3,4| 6,4] 8,4] 9,9/10,4]10,9|11,5 
, m/\-Nitrosob. | 0,7/1,0)2,4 |6,2 |9,5/11,0 |11,8| 12,4|12,9| 13,3)13,4 13,4 


, m/ ;Phenylhy- 
droxylamin . | 0 | 0 | 0 |0,41,4| 3,8] 6,0| 7,8) 9,4/10,0/10,4|11,0 


Kontrolle (010 10/0/0| 0 | 0,3] 1,5) 2,7] 6,9)10,7/11,2 

















Temperatur 17° 
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”) 
| Entwickelte com CO, nach 
|15/|30"| 45°| 607| 75’ 00" 108° 120’ |135’| 150/|165’|180/ 


mit™/ 999" Nitrobenz.| 0;0;0/0; 0 0,4 | 0,9 | 2,0 5,0 | 7,2| 9,8 
++ ™/1099-Nitrosob. | 0 | 0/| 0; 0 /0,8} 2, 6.2 | 8,0 | 8,8 | 9,7 |11,2)12,4 
0 











Temperatur 17° | 





» ™/1990°Phenylhy-| 


droxylamin . | 0 | 0] 0} O {0,5 | 1,0 | 2,2 | 5,1 | 8,3)10,1 


Kontrolle .... | 0|0|0/0|0| 0 |0,2/0,4|0,7| 2,3/6,7| 9,4 

Es erschien interessant, die Reihe der Stickstoff-Sauerstoff- 
verbindungen zu vergleichen; alle drei zeigten ja den Aktivator- 
effekt, doch tibertraf das Nitrosobenzol bei weitem sowohl Nitro- 
benzol als auch Phenylhydroxylamin in seiner Stimulationskraft. 
Die gréBte Wirkung wurde bei ™/,.-Konzentration erzielt. 























E. Ansitze mit Schwefel- und Selenverbindungen. 
31. Versuche mit Cystin-chlorhydrat. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte com CO, nach 
| 135’| 150’| 165’| 180’ 
| 0 | 0| @ 
7 9,5 | 10,3; 11,0 
2 | 5,1 | 61] 7,2 
9 | 5,5 | 6,0| 7,2 











” ™/ 00° ” . 0,6 | 1,3 | 3,0 
” ™/1000° ” is 0 0 0 
Kontrolle “| 0|0/0 


mit ™/,HCl-Cystin . . | o, % 
| 











Cystin in salzsaurer PL erwies sich in ™/199-Kon- 
zentration als Stimulator, wihrend es in ™/,)-Konzentration eine 
Hemmung herbeifiihrte. 


32. Versuche mit Cystin-natrium. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte com CO, nach 
60’ 715° | 90° | 105” | 120° 


mit ™/,)-Cystin-natrium . | 0,7 5,3 | 8,3 92 | 10,2 
” ™/ 00 ” : 1,1 6,0 | 9,0 | 10,3 | 11,5 
| 





Temperatur 19° 














™/ 1000" ee en 39 | 7,8 9,6 11,0 
9,7 


Kontrolle oe Se ey Bee * eee 





Cystin beschleunigte ebenfalls in alkalischer Lésung 
die CO,-Entwicklung bei ™/199-Konzentration; doch war es im 
Gegensatz zu Cystinchlorhydrat auch in ™/,9- und ™/999-Konzen- 
tration noch férdernd. 








C. Neuberg und M. Sandberg: 





Versuche mit Di-thiomilchsaure. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 




























































Entwickelte ccm CO, nach 

; Teasers Fe er 

60’ 75’ 90’ | 105’ | 120’ 

mit ™/,»-Di-thiomilchsiure |, 0,8 3,4 52 | 82 9,9 
1» ™/ 90 ‘ 06 | 35 | 55 | 89 | 102 
 @hiae s 0,4 2,9 62 | 7,9 8,4 
aes are 0 1,6 Ss eae 7,9 

| CH, - CHS - COOH 

: Di- thiomilchsaure | begiinsti: die 

f CH, - CHS - COOH a 






Garung, besonders in ™/,99-Konzentration, wahrend zum Vergleich 
angesetzte Versuche mit Thiomilchsaiure, CH,-CH(SH)-COOH, 
einen verzégernden KinfluB ergaben. 


84. Versuche mit Di-thioglykolsiure. 
{ Saft aus Miinchener Trockenhefe. 


1 Entwickelte com CO, nach 


































































: Tem tur 19° 
2g 55’ | 60’ | 65’ | 70’| 75’ | 90’ | 105’ | 120’ 
t mit ™/,»-Di-thioglykol- . 
EE ae 01/0/01] 0 /09/ 22] 46) 7,1 
« Bh in 0,7 | 1,5 | 2,0| 25 | 30/40] 51 | 7,3 
4 Pe em 1,9 | 3,8 | 5,0 | 60 | 6,8 | 88 | 9,9 | 10,7 
ie Kontrolle........ 0,1 | 2,6 | 3,5/ 48/58/78] 88 | 94 
; pew S. CH, - COOH, 
3 Di-thioglykolsaure, | verstirkte in ihrer 
S- CH,- COOH 






Eigenschaft als Disulfid die CO,-Entbindung, namentlich in ™/,999- 
-  Konzentration. Die Vergleichsobjekte Thioglykolsaure, 

HS - CH,- COOH, und Thiodiglykolsiute, S(CH,,COOH),, 

dagegen zeigten eine hemmende oder gar keine Einwirkung. 


85. Versuche mit Natriumdisulfid, Na,S,. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 

































































Entwickelte ecm CO, nach 
Temperatur 21° » 
45’ | eo’ | 75° | 90° | 105’ | 120’ 
mit ™/,~NaS,..... 0 0 0 3,5 5,7 7,4 
oo ew ee ew ts 1,5 5,5 10,1 11,8 | 12,4 | 13,0 
a or ae 10 | 47 | 9,0 | 10,9 | 116 | 12,0 
ee eae 0,7 | 3,7 8,0 | 95 | 102 | 10,6 
Natriumdisulfid aktivierte vornehmlich in ™/j99-Kon- 






zentration. 
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86. Versuche mit Natriumtrisulfid, Na,S;. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 














Entwickelte com CO, nach 
Temperatur 21° — 
| 


[007 | 105° [307 











6,9 88 | ‘9,9 
7,3 89 |, 99 


St wet Ok 


| | 0 1,8 4,0 





Natriumtrisulfid war ein schwaches Stimulans; hier war 
die ™/1900-Konzentration die giinstigste. 


87. Versuche mit Natriumpentasulfid, Na,S,. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte com CO, nach 
Temperatur 21° ae woR ee B | — 

| 75° | 90° | 105’ | 120’ 
| o | 21 4,1 
| 38 | Bl 9,8 
| 68 | 8,5 9,5 
| 45 | 65 7,7 

















| 
Natriumpentasulfid beschleunigte gleichfalls die CO,- 
Entwicklung in ™/,999-Konzentration. 


88. Versuche mit Natriumtetrathionat, Na,S,0,. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 














Entwickelte cem CO, nach 
| 80’ | 857 | 95’ | 100’ | 105° | 120 
mit ™/,>Na,S,0,... . 0 | 0 ee) 61.9 
m 5 | 1,6 4,81 6,0 | 85} 95 
0 | 5,5 8,3 | 9,1 | 10,0 | 10,4 
7,0 








Temperatur 19° 











” 100° ” le 0, 
” ™ / 000° ” 3, 


Kontrolle 0,4 | 1,7 | 4,4 


| 


| 8,0 | 9,5 | 10,0 




















Natriumtetrathionat wirkt als Stimulator, jedoch nur 
in ™/,999- Konzentration ; bei héherem Gehalt hemmte es betricht- 
lich?). 

1) Es ist bemerkenswert, daB diese Verbindung auch in der Natur 
als Produkt der Umwandlung von unterschwefligsaurem Natrium durch 
gewisse Thiobacillen nach A. Nathanson (Mitt. d. zool. Stat. Neapel 15, 
655. 1902) vorkommt. 














316 C. Neuberg und M. Sandberg: 






39. Versuche mit Natriumsulfantimoniat (Schlippeschem Salz). 
Saft aus Berliner Hefe. 


















Entwickelte com CO, nach 





Temperatur 17° 















90’ 105’ 120’ 
mit ™/,¢Na,SbS,...-.| 0,5 1,5 3,2 
a. Phys Aree eee i 4,7 8,5 9,7 
a eee ae a ee 8,2 9,4 
Kontrolle ....... | 1,3 7,8 9,2 












Natriumsulfantimoniat regte die CO,-Entwicklung in 
™/199- und ™/1999-Konzentration an, waihrend es bei starkerem Ge- 
halte stérte. 


rN NE 







40. Versuche mit Natriumsulfoxyarsenat, Na,As0,S. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 

















Entwickelte cem CO, nach 
55’ | 60’ | 65’ | 75’ | 90’ | 105’ | 120° 
mit m/,9-Na,As0O,58 -_f 0 0 0 0 2,3 5,3 \ 7,8 
» Sher ss ...4 36 | 4,7 | 5,9 | 7,8 |10,0| 10,9 | 11,3 
» “/yee- .. - | 43 | 60 | 7,1 | 84 | 9,9] 10,4 | 10,9 


i WE Se se | 20 | 4,1 | 53-| 69 | 88 | 9,4 | 10,0 








) : Temperatur 21° 

























































Natriumsulfoxyarsenat betitigte sich bei ™/i999- und 
™/499-Konzentration als Aktivator; in ™/,-Konzentration verur- 
sachte es eine Hemmung der CO,-Entwicklung. 














41. Versuche mit Natriumsulfocarbonat, Na,(S,. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 











































Entwickelte ccm CO, nach 
Temperatur 23° 
75’ | 90’ | 105’ | 120’ | 135’ | 150’ 
‘ mit ™/,,-Na,CS,....] 0 o | 0 1,7 68 | 9,6 
‘i let as gs OR AOL: 02 FO 1 1S | 18 
ct ea . 1 10 | 7,6 | 93 | 10,6 | 11,2 | 11,7 
eS SC ane 0,7 | 58 | 7,4 84 | 89] 9,2 








Natriumtrithiocarbonat beschleunigte in ™/jg9- und 
™/ 900" Konzentration, wihrend es in ™/,)-Konzentration einen 
verlangsamenden Einflu8 auf den Garakt entfaltete. 
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42. Versuche mit Kaliumselenosulfat, K,SSe0,. 


(Bei Gmelin-Kraut (II, 1. 88) wohl unzweckmaBig als selendithionsaures 
Salz bezeichnet.) 


Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte cem CO, nach She 
Temperatur 21° I 
| 30 45° | 60’ | :78° | 


0 











mit ™/,¢K,8Se0, . . . | 0 | 0 


| ig 
G eee ge ee 6,0 | 9,9 | 11,2 [1 | 13,4 


Kontrolle / 21 | 5,5 | 8,9 | 10,1 | 10, | 12,5 


ee cae kw 14 | 5,9 | 7,6 | 





Kaliumselenosulfat forderte schwach in ™/,999-Konzen- 


tration, verzégerte in ™/,9-Konzentration und hob in ™/,)-Kon- 
zentration die Garung vollig auf. 


48. Versuche mit kolloidalem Schwefel. 
Saft aus Berliner Hefe. 








| Entwickelte com CO, nach 
| 60°} 75° 90] 105°) 1 120’| 135’| 150’ 
mit m-S-Suspension. , 7.4| 9,1 | 10,1 pn a 


5 Mako oe ea lo | hat) 2,8 | 6,4) 9,0) 10,8 | 12,0; 12,7 
Wa sy 0 | 0,5), 1.6 | 3,6| 6,7| 8,8 10,0) 11,2 


Kontrolle 0 |0,4/ 1,3] 3,3| 62) 8,3] 9,7/ 10,7 

Kolloidaler Schwefel, in Wasser aufgeschwemmt, wirkte 
in m-Konzentration lebhaft beschleunigend auf die CO,-Entwick- 
lung ; auch die schwacheren Konzentrationen zeigten ein, wennauch 
entsprechend niedrigeres Aktivierungsvermégen. 





Temperatur 17° 











44, Versuche mit kolloidalem Selen*). 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte cem CO, nach 
| 45’ | 60’ | 70’ | 75’ | 90’ | 105’ | 120’ 
mit m-Se-Suspension 8,3 | 9,0 | 10,5| 11,4 | 11,8 


1 
» ™ig ‘s rere 7,5 | 8,1 | 10,0! 10,8 | 11,4 
ow Mies onl 6,8 | 7,4 9,3| 10,3 | 10,9 


Kontrolle | | 4,8 | 6,1 | 6,7 | 8,7| 10,0 | 10,6 

Das kolloidale Selen beeinfluBte die Garung ahnlich wie 
Schwefel in Abhangigkeit von der Konzentrationsstirke, jedoch 
‘im ganzen weniger. 





Temperatur 22° 




















1) Praparat von Heyden-Radebeul. 
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45. Versuche mit Selencyannatrium, NaCNSe. 
Saft aus Berliner Hefe. 








Entwickelte com CO, nach 





Temperatur 17° 











90’ | 105’ | 120’ | 135” | 150’ | 165’ | 180’ 
mit ™/,NaCNSe. . . .| 0,7 | 2,0 | 5,5 | 82 | 96 | 10,4 | 10,9 
» Bhar iw ee eh OP Oe) BS tas Pe Oe 82 
a eres ee ee fe eT ea eet eae 

















SOME 5:0) es a 0 | 04 | 08 | 26 | 63 | 80] 8,7 
Selencyannatrium erwies sich als deutlicher Aktivator, 
vorwiegend in ™/,.>-Konzentration. 


46. Versuche mit Kalium-xanthogenat, C,H,0 - CSSK. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 














Entwickelte com CO, nach 
45’| 50’ '55’| 60’) 65’ | 70’| 75’| 90’ |105’| 120’ 
mit ™/,9-Xanthogenat . . |0,7| 1,9|3,5/4,7 | 5,9|7,1/8,2| 9,9 | 10,3|10,6 


» Bre oo» ~—Sse s 44] 8,2) 4,71 5,9) 7,0) 7,718,0| 8,8) 9,3) 9,5 
» Broo » + + | 1,8] 3,9) 6,0/ 7,2/ 8,1 | 8,8 |9,3 | 10,4 |10,7| 11,0 


mes Sn eee 1,4| 2,9) 4,4| 5,3/6,2| 6,9|7,5| 8,6| 9,5/10,0 

Xanthogensaures Kalium beschleunigte am _ ehesten 
in ™/,999- Konzentration ; der Ansatz mit ™/,,.-Konzentration zeigte 
zuerst eine schwache Verzégerung der Garung, nach 70° Minuten 
tiberholte aber die CO,-Entwicklung doch diejenige im Kontroll- 
system. 





Temperatur 22° 









































F. Ansiitze mit Metallverbindungen. 


47. Versuche mit Ferrichlorid’), 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 





























Entwickelte ccm CO, nach 
Temperatur 19° 
75’ 90’ 105° | ~—s(120’ 
mit m/.9FeCl, ar OO Se 2,8 6,5 7,5 8,4 
a mee. eo es 0,5 3,3 + ee 7,5 
a Oe ere 0 1,8 4,9 7,8 
GID 66 6 Ge 0 1,4 4,5 8,4 





Auch das anorganische Salz Ferrichlorid erwies sich als 
guter Aktivator, besonders in ™/,)-Konzentration. 


1) Beim Eisenchlorid und anderen Metallsalzen beobachtet man 
éfter, namentlich an den stérker konzentrierten Lésungen, eine Ausflockung. 
Von dieser scheint dann die CO,-Entwicklung in der Hauptsache auszugehen. 
Ahnliche Vorginge kann man manchmal wahrnehmen, wenn an Stelle des 
Saftes lebende Hefen (s. S. 327) verwendet werden. 
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Zur Priifung unserer Ansicht, daB die stimulierende Wirkung 
nur der héheren Oxydationsstufe zukomme, wurde ein entsprechen- 
der Versuch mit Ferrochlorid angesetzt. Ergebnis: Das Salz 
des zweiwertigen Eisens iibte keine Stimulationswirkung auf den 
Garakt aus. 


48. Versuche mit Ferrisulfat. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








| bie ra ecm CO, nach é 
| ow | | 











Temperatur 17° 





mai 105 120° 
mit m/ 9: Fe,(SO,), ey 2 cae Oo | 0 0 
» ™/yo0" oe Oe aA | 9,4 
” ™/ 5000" a ie ead I 1,1 | 4, 8 a 7,1 Eee 8,9 
DN ee ee Oe | 48 4-38 | 84 | 88 


Ferrisulfat férderte in ™/,9-Konzentration die CO,-Ent- 
wicklung ; der Vergleichsversuch mit Ferrosulfat ergab die Wir- 
kungslosigkeit auch dieses Oxydulsalzes. 


49. Versuche mit glycerinphosphorsaurem Eisenoxyd. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








| Entwickelte com CO, nach 


4” | ov | 7 | 9 | 1059 | 120 





Temperatur 21° 





| 
| | 

\ mit ™/,9-Ferri-glycero- 

phosphat. .... | 3,0 | 7,9 | 10,5 | 129°] 134 | 13,6 














io Oho .. | 67 | 48 | 8&2 | 113 | 11,8 | 12,0 
» ™/1900" 9 .| 65 | 40 | 78 | 12 | 11,9 | 12,1 
SE “ae ea 104 | 32 | 49 | 68 | 7,2 | 7,4 





Glycerinphosphorsaures Eisenoxyd war ein deut- 
licher Aktivator. 


50. Versuche mit citronensaurem Eisenoxyd-Ammoniak. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 




















Entwickelte com CO, nach 
Temperatur 21° 

av | 6” | 75° | 9 | 10x” | 120 

mit ™ | -Ferri-ammonium- Pe | . 
citrat wie Foe 4,7 6,7 7,8 9,5 | 10,5 
y hig e cs PRE | S8f BS | O81 Be fas 
» 900° ii seit 0,9 3,5 4,7 | 5,3 7,0 8,2 
Reewdle 6. cv. ss 08 | 32 | 40 | 49 | 58 | 7,5 


Citronensaures Eisenoxyd-Ammoniak wies den Sti- 
mulatoreffekt auf. 
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51. Versuche mit Ferricyankalium. 
a Saft aus Miinchener Trockenhefe. 


| Entwickelte com CO, nach 























Temperatur 19° 
oy | 105’ | 1207 | 135” | 150’ | 165’ | 180” 
mit ™/,K,Fe(CN,.--| 0| 0 | 0 |-0 | 0 | 0 | o 
” . 100" ” ee Lon 0 0 0 0 0 0 0 
«Meee © .. «10 ] 67} 9,5 | 10,7 | 11,5 | 11,8 | 12,0 
BO ow eS 14] 44] 65] 7,8 / 88| 91] 94 














Auch das Ferricyankalium léste in seiner Eigenschaft 
als reduzierbarer K6érper eine Garungsbeschleunigung aus, doch 
nur in der schwichsten, in der ™/999-Konzentration ; bei stiirkerem 
Gehalt verhinderte es die CO,-Entwicklung. 


52. Versuche mit Cuprichlorid. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 





























Entwickelte com CO, nach 
Temperatur 19° 
75’ 90’ 105’ 120° 

mit ™/,OuCl ..... 0 0 0 0 
oe eee 2,0 6,2 7,3 9,0 
SS ee ek 0,5 3,8 4,9 6,8 
Sea arn ae 0,5 4,7 5,8 7,5 

Beim Kupferchlorid war die ™/,j-Konzentration giar- 
fordernd. 58. Versuche mit Cuprisulfat. 


Saft aus Miinchener Trockenhefe. 




















Entwickelte com CO, nach 
Temperatur 19° 
75’ 90’ 105’ 120’ 
mit m/,9-CuSO, We die Siete 0 0 0 0 
o hee 8 4 #88 1,1 3,3 5,3 6,7 
0» lime ee eee 0 2,0 4,0 5,7 
Kontrolle ....... 0 1,9 4,0 | 5,7 








Schwefelsaures Kupfer wirkte in ™/j-Konzentration 
aktivierend, waihrend es bei ™/,999-Konzentration keinen Einflu8 
mehr entfaltete und in ™/,-Konzentration hemmte. 


54. Versuche mit Glykokoll-kupfer. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 

















| Entwickelte com CO, nach 
Temperatur 20° 
75’ 90’ 105’ 120’ 
mit ™/,.-Glykokollkupfer 0 0 0 0 
Na sor ” ” 0,5 2,0 6,3 8,3 
” ™/,000" ” 0 0,7 3,3 7,4 
MR as 6 8 0 0,5 2,5 6,8 
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Auch im Glykokollkupfer besaB das Metall Stimulations- 
vermogen. 


55. Versuche mit Stanni-Ammonium-chlorid (Pinksalz). 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 





~ Entwickelte com CO, nach 



































Temperatur 21° . — 

50’ | 55’ | 60’ | 65’| 70’| 75”| 90’ | 105’| 120° 

mit ™/,(NH,),SnC . . | 0 | 0 | 0 | 0,4| 1,0 2.0/3.6 | 7,6| 9,2 
pit tame os me . . | 0,8 | 2,4} 5,6 | 7,0] 8,0! 8,5/ 9,6 | 10,8/ 11,5 
»n “Swe # . . | 0,5| 1,8 | 4,5 | 6,0 | 7,2} 8,0| 9,6 | 10,8| 11,5 
Raid er se | 0 | 1,1] 2,8 | 4,7| 6,4| 7,5] 9,5 | 10,8| 11,5 





Zinntetrachlorid beschleunigte in Form seines Doppel- 
salzes mit Salmiak bei ™/,o9- und ™/,999-Konzentration, wahrend es 
in héherer Starke erklarlicherweise den Garungsvorgang schadigte. 


56. Versuche mit Cerichlorid. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 


| Entwickelte com CO, nach 




















Temperatur 20° |— — 
| 30’ | 45’ | 50’ | 60’ | 65’ | 75’ | 90’ | 105’ 
mit ™/,CeCl,"). . . . . | 1,0) 1,8 | 3,9 | 5,2| 68 | 8,2 | 10,7) 11,1 
har wo + et ee 0 | 0 | 05! 1,0/ 28 | 5,8] 84] 9,4 
Pa. Oe ae 0/] 0] O | 05| 1,3 | 44] 7,2] 83 
) ene “Soa ce | 0} 0} 0] 0/08 | 34] 68! 7,8 























Cerichlorid férderte aufs deutlichste die CO,-Entwicklung 
im unmittelbaren Verhaltnis zur Héhe der Konzentration. 


57. Versuche mit vanadinsaurem Natrium. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 




















Entwickelte com CO, nach 
Temperatur 19° [ 
60’ | 75’ | 90’ | 105’ | 190° 
mit ™/,-NaVO, ....| 0 1,6 3,1 6,5 | 8,0 
eer, at 5,1 6,5 8,3 9,3 
cee a eee ae oe 80 | 90 
MO cs aie ts 0,4 4,0 a) en) tA 











Natriummetavandat, ein Derivat des fiinfwertigen Vana- 
diums, verstirkte in ™/199- sowie ™/,999-Konzentration und scha- 
digte in ™/,>-Konzentration den Garakt. 


1) Verwendet wurde stets eine salzsaure Lésung, in der nach 
R. J. Meyer und O. Hauser (Analyse der seltenen Erden und der 
Erdsiéuren, Stuttgart 1912, S. 83) die complexe Chlorosiure H,CeCl, an- 
zunehmen ist. 


91* 








arse ere 


SS 8 Sia ab 








t Jenensreeneneenemeneemmeseneernameroenrnenes 
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58. Versuche mit Uranylsulfat. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte com CO, nach 











Temperatur 18° —— sin a 
45’ | 60’ | 75’ | 90’ | 105’ | 120° 
mit ™/,,Ur0,(SO,)...| 05 | 16 | 56 | 68 | 7,9 | 88 
» hoo 9 wae 0 0 | 29 | 54 | 69 7,9 
» */ioo0- —»» aA 0 0 1,6 44 | 6,5 | 7,8 
Konteolle ... 5.5% 0 o | 13 | 38 | 60 | 7,4 














Uranylsulfat aktivierte am besten in ™/,.-Konzentration, 
und zwar nicht unerheblich. 


59. Versuche mit Kalium-hexasulfo-molybdat'). 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 


























Entwickelte ccm CO, nich 
Temperatur 16° 
30’ | 60’ | 90’ 120’ 150’ 180’ 
mit ™/;9-K-S,-MoS, . . 0 | 0 2,0 5,0 7,3 9,5 
” * 100° ” 2. 1,1 3,9 6,8 8,8 9,5 10,2 
0 ‘if oa | 22 | 53 | 74 | 88 | 98 
MO oe se es 0 | 0 12 | 4,1 7,0 9,8 














Das hexasulfo-molybdansaure Kalium, das gleich- 
zeitig den Trisulfidrest und Metall in hochoxydierter (sieben- 
wertiger) Stufe aufweist, entfaltete eine sehr deutliche kata- 
lytische Kraft. 


60. Versuche mit Hexammin-kobalti-trichlorid. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte com CO, nach 









































Temperatur 21° cies 

30’ | 45’ | 50’ | 60’ | 75’ | 90” | 105” | 120’ 

mit ™/y-[Co(NH,),]Cl, ./| 0 | 0 | O | 1,4] 2,3] 61] 9,6 | 11,5 
» Slee . . | 0,8 | 5,9 | 8,1 {10,2 |11,1411,6 | 12,4 | 13,0 
a lee ie . | 0,7 | 5,6 | 7,3 | 9,3 | 10,3 |11,1 | 11,6 | 12,2 
AI os ae ces 0,2 | 4,5 | 6.0 | 7,9| 9,0/|10,0| 10,4 | 10,9 


Das sogenannte Luteokobalichlorid stimulierte in ™/s99- 
und "/s999-Konzentration. 


1) Dargestellt nach K. A. Hofmann, Zeitschr. f. anorg. Chem. 12, 
58, 1896. 
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61. Versuche mit Carbonato-tetrammin-kobalti-nitrat. 
Saft aus Minechener Trockenhefe. 


a haces uber | eae peerenete cem n CO, ), nach 
emperatur | 
£8 | 45’ | 60’ I 75’ | 90’ | 1 105’ E 120’ 























mit ™/,.-[Co(NH,),(CO,)]NO, . | 0.5 Tas 60|74| 33 | 9,1 
eg wc ; a 73183 | 90 | 95 
Sher a a 29 to 81 | 9,0 | 97 | 106 
MMR G5o x e's 6 5 ben } 20/55 |66/7,5 | 82 | 91 


Beim Carbonato-tetrammin-kobalti-nitrat trat ein 
beschleunigender EinfluB bei der "/,999-, Schwicher auch bei der 
™/199- Konzentration zutage, wahrend die ™/,.-Konzentration eine 
Schadigung hervorrief. 

62. Versuche mit Trinitrato-triammin-kobalt. 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte ccm CO, nach 





Temperatur 19° 














60’ | 75° | 90° | 105° | 120° 
mit™/,9-[Co(NH,),(NO,)3] | 0 | 0 | 1,3 30 | 4,0 
» ™/100- ” 03 | 41,9 4,8 5,8 } 6,4 
” ™ / 10007 ” 0,9 3,8 6,1 7,4 | 8,0 
Re ee | 0,5 23 | 38 46 | 5,0 


Trinitrato-triammin-kobalt wirkte als Aktivator deut- 
lich nur in ™/j999-Konzentration; in ™/j9)-Konzentration war die 
Steigerung erst nach 90 Minuten merkbar. 

68. Versuche mit Hexammin-kobalti-trichlorid. 
Saft aus Berliner Hefe. 
| Entwickelte com CO, , nach 








Temperatur 20° 














ie cae ____ | 80° | 35° | 40° | 457 | 60° | 75” | 907 | 105° | 120’ 
mit ™/,,-[CO(NH,)]Cl, | 03/98/13 | 2,1 | 2,8 | | 47| 56! ¢ 6,1 | 6,5 
ep * 11,4 /2,7/38/46/5,9| 68) 7,8| 83 9,0 

9 eee | 1,9 | 3,6 | 5,4 | 68 | 8,8°|10,0/11,0 | 11,5 | 12,0 
Kontrolle ....... 0118125135145) 50) 5,8| 64| 7,0 


64. Versuche mit Carbonato-tetrammin-kobalti-nitrat. 
_Batt aus Berliner Hefe. 


Z ~ Entwickelte com CO, n nach 
| 35’ | 40’ | 45” | 60’ | 75’ | 90” |105’|1 120° 











Temperatur 21° 

















30’ 
mit ™/,,-[Co(NH,),(CO3) INO, | 0,5 ‘20 laa 6,4 |7,9 | 9,4/10,8 11,5/11,9 
» ™/ 100" i. 1,3| 3,0 |6,5 | 8,4 |9,7 {11,5/12,4 13,0/ 13,5 
> ™/r000" te 1,5/3,5 6,5 |8,1 |9,4 |11,2|12,1 |12,8|13,2 
NS Say a a 0.8122 [57 7,7 | 9,1 |10,5/11,3 | 11,8) 12,4 
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65. Versuche mit Trinitrato-triammin-kobalt. 
Saft aus Berliner Hefe. 








| Entwickelte com CO, nach 
Temperatur 21° prom preeeey gare eoernny, se - 
80’ | 35’ | 40’ | 45’ | 60’ | 75’ | 90’ | 105’| 120” 

mit ™/,9-[Co(NH,),(NO,)3]| 0,5 | 1,1 | 2,0 | 3,0 |6,0 | 7,8| 9,1| 9,8 | 10,3 
» ™/100- 0» 2,0 | 3,9 | 5,6 | 7,0 | 8,7 | 9,8) 11,0 /11,7 | 12,2 
os ete 2,7 | 4,4 | 5,8 | 7,0 | 8,8 |10,1/11,1 | 12,3 | 13,0 


Kontrolle 0,9 | 3,1 | 4,2 | 5,2 | 7,0! 7,7] 85! 9,2] 9,8 





























Um die Aktivatorwirkung der drei in den Vers. Nr. 60—62 
benutzten Kobaltisalze ganz sicherzustellen, wurde sie nochmals 
mit einem Saft anderer Herkunft (Vers. Nr. 63—65) gepriift. 
Es ergab sich durchgehends die Bestiatigung fiir den fordernden 
EinfluB der betr. Kobaltiverbindungen auf die CO,-Entwicklung. 


66. Versuche mit Kalium-tetra-nitro-diammin-kobaltiat, 
Saft aus Miinchener Trockenhefe. 








Entwickelte com CO, nach 
75’ | 90’ | 105’ | 120’ 





Temperatur 17° 





mit" /,¢{Co(NH,),(NO,) JK 0 | o | 28 3,5 


28 | 53 | 69 9,3 
o> ar 60 | 7,9 | 92 | 106 


” 100" ” } 
| 
Kontrolle 1,9 45 | 7,0 8,3 10,3 

















Kalium-tetranitro-diammin-kobaltiat beschleunigte 
die Garung in ™/,999-Konzentration, bei starkerem Gehalt erwies 
es sich als hemmend. 

Der zum Vergleich mit diesen verschiedenen trivalenten 
Kobaltverbindungen fiir ein Oxydulsalz, mit Kobaltochlorid, 
durchgefiihrte Versuch tat die Wirkungslosigkeit des Metalls in 
der zweiten Wertigkeitsstufe dar. 


G. Ansiitze mit lebenden Hefen. 


Zu den Versuchen mit frischen Hefen wurde immer eine 
Suspension von 2,5 g Zellen in 100 ccm Wasser verwendet. 
Das Mischungsverhiltnis war hierbei stets 
10,0 com Hefensuspension, 
5,0 ccm 5 proz. Traubenzuckerlésung und 
1,0 com Aktivatorlésung, bzw. 1,0 com H,0 in der Kontrolle. 
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I. Ansaétze mit kiuflicher obergiriger Bierhefe (Senst). 
67. Versuche mit Pelletierin. 


i Entwickelte cem co, nach 
Temperatur 20° SER: seer mPa 
60 oa 











mit ™/,,-Pelletierin . .. | 0 
aah” oe Rec i 
” ™/ 0007 ” oF 8 0,6 


| 
| 
Kontrolle 0,4 | 44 | 
Pelletierin aktivierte also auch bei lebender Hefe, und zwar 
in /i99- Und ™/so99-Konzentration. 


68. Versuche mit HCl-Chininon. 


| ___Entwickelte com CO, nach 
| 45° | @0° | 75° | 90° | 105’ 























Temperatur 22° 





mit ™/,9-Chininonchlor- | 
hydrat os 0 13s | 18 
” 2/007 ” *- 0,5 1, ) 6,5 2 
” ™/ 1000" ” 7 0,9 2, ’ 7,2 4 
14 | 





Kontrolle 0,7 oe * Ce eee * ee 
Chininonchlorhydrat beschleunigte am deutlichsten i 
™/ 19007 Konzentration. 


69. Versuche mit Cystin-chlorhydrat. 











, > 











Entwickelte com CO, nach 
Temperatur 22° 


wo | os 90° 


0 0 0,8 
0 1,5 2,4 





45’ 





mit ™/,,HCl-Cystin. . . | 0 
0 


mn = 
” 100 ” 








Kontrolle | 1,0 


1 ae ant 1,5 | 2,7 4,5 5,9 


Re oe a oe 
Cystin-chlorhydrat zeigte in ™/,995-Konzentration einen 
schwachen Stimulationseffekt. 


70. Versuche mit glycerin-phosphorsaurem Eisen. 








Entwickelte cem CO, nach 


Te tur 22° 
‘emperatur pe | aa | 








11 2,9 | 84 
0.8 25 | | gs 
0.8 22 | 8.5 


08 22 | 57 | 65 
Glycerinphosphorsaures Eisenoxyd férderte etwas in 
™/,9-Konzentration. 
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71. Versuche mit Reser one erent Eisenoxyd-Ammoniak. 








Entwickelte com CO, nach — 
Temperatur 25° a 





| § | 
mit 2 /yo¢ Ferri- diiseatienincalh 8,5 5 


» hor ” 
» ™/r000- 5,8 


Kontrolle | A 5,2 
Citronensaures Eisenoxyd -Ammoniak beschleunigte 
die CO,-Entwicklung. Der Einflu8 sank mit der Héhe der Kon- 


zentration. 





72. Versuche mit Natriumtetrathionat. 








Entwickelte com CO, nach 
eee oe ee ee 
mit ™/,9Na,8,0,....| 0,9 3,1 63 | 7,9 8,5 
10° 46 * 


o Mig ce te of 3,3 62 | 78 9,1 
«Mae a ae ar ee | eee 
Kontrolle | 0,5 oes ae ee ae ae 
Tetrathionsaures Natrium wirkte anregend auf die 
CO,-Entwicklung, am meisten in ™/,99-Konzentration. 


73. Versuche mit Hexammin-kobalti-chlorid. 





Temperatur 23° 




















Entwickelte com CO, nach 
go’ | 45’ | 60’ a 90’ 





Temperatur 23° 





mit ™/,9-Luteocobalti- | 
chlorid 0,4 0,9 1,4 3,3 5,0 
” ™/ 500° ” 79 0,8 1,6 2,8 5, 3 6,9 
ie, 1,9 3,0 4,4 6,5 8,0 

















coabolle podgll 2,4 4,0 6,3 7,9 

Hexammin- kobalti- trichlorid beschleunigte es Gia- 
rung mit lebender Hefe in ™/,999-Konzentration, in anderen Star- 
ken wirkte es hemmend. 


74. Versuche mit Carbonato-tetrammin-kobalti-nitrat. 
Entwickelte com CO, nach 

: 45° | 60’ | 75’ | 90° 
mit ™/,9-[Co(NH,),(CO,)JNO, . 33 | 62 | 7,4 | 92 
” 100° F 3,9 7,0 8,2 10,3 
» ™/se00 3,0 5,8 7,0 8,8 

26 | 53 | 62 |. 7,9 
Carbonato-tetrammin-kobalti-nitrat war ein deut- 

licher Aktivator in ™/j99-Konzentration. 








Temperatur 23° 
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75. Versuche mit Cerichlorid. 


| 








Entwickelte com CO, nach we gintisds 
+ 30’ | 45° | 60’ | 75’ 
0 0 0.5 1,0 1,6 


1,1 1,7 2,3 3,2 3,8 
0 0,4 1,3 2,6 3,7 


0 | o4] 10) 25 | 39 

Cerichlorid beschleunigte den Eintritt der Giarung mit 
lebender Hefe unverkennbar; es stimulierte am besten in ™/ ,o9- 
Konzentration, doch iiberholte die CO,-Entwicklung im Kontroll- 
system nach 105 Minuten diejenige der Anordnungen mit Akti- 
vator. 


Temperatur 20° 


























76. Versuche mit Ferrisulfat. 








Entwickelte com Oo, nach 
30’ 45’ | 60’ 75’ 





Temperatur 25° 





ie 

mit ™/yFe(80), -.-.| © | oO | 0 0 

» ee ” o's eo | 0 0 0,7 1,3 

Pe SO ae ee 1,2 5,7 | 7,5 9,7 
| 


Kontrolle Byes 6,6 8,6 
Ferrisulfat beférderte die CO,-Produktion etwas in der 


™/1900- Konzentration, in den starkeren Konzentrationen wirkte es 
hemmend. 











77. Versuche mit Ferrichlorid. 
a) 








Entwickelte com CO, nach 
| 75° 105’ 
0 0 0 


2,4 4,8 6,4 
2,5 4,7 6,0 


1,9 2,9 4,4 5,9 
b) 

Entwickelte com CO, nach 
30’ ae serge 


2,0 a ee ee 
0,8 2,6 | 5,9 | 8,8 


Temperatur 20° 



































0,4 1,9 4,6 7,3 

0,5 1,7 39 | 6,0 
Ferrichlorid vermochte die CO,-Entbindung lebhaft anzu- 

regen. Die ™/,99-Konzentration erwies sich dafiir als die giinstigste. 























‘ 
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Il. Ansaitze mit frischer obergiriger Hefe M des In- 
stituts fiir Gairungsgewerbe in Berlin (Brennereihefe.) 


78. Versuche mit Eisenchlorid. 








Entwickelte com CO, nach 
75’ | 90’ | 105’ | 120’ | 135’ | 150’ 
mit m/,9-FeCl, | 1,4 2,0 3,0 4,3 4,9 6,3 


oo Samet v0 | 0,5 1,0 17 | 29 | 38 | 52 
oie | 0,5 1,0 17 | 28 | 35 | 45 


Kontrolle 0,3 0,7 1,3 2,4 | 3,2 


Temperatur 23° 





























79. Versuche mit glycerinphosphorsaurem Eisenoxyd. 








Entwickelte com CO, nach 
105’ 120’ 135’ 


Temperatur 23° 





90’ 








| 
mit ™/,9-Ferri-glycero- | | 
phosphat : 1,3 J 2,9 5 


4 

” ™/ 5007 ” 0,9 , 2,6 4, 5,1 

” ™/ 0007 ” 0,9 ’ 2,4 3, 5,0 
3, 


Kontrolle 0,9 j | 2,4 8 4,9 

















Ferrichlorid und glycerinphosphorsaures Eisen- 
oxyd beschleunigten die CO,-Entwicklung auch bei dieser ober- 
girigen Hefenrasse, doch ist hier die ™/,.-Konzentration die vor- 
teilhafteste gewesen. 


Itt. Ansitze mit lebender untergiriger Bierhefe U 
des Instituts fiir Girungsgewerbe in Berlin. 


80. Versuche mit Ferrichlorid. 








Entwickelte com CO, nach 
ee eae ee 120’ 
1,9 | 26 | 35 4,5 
0 | 





Temperatur 22° 





0,9 1,3 3,0 
0 0,7 1,2 2,5 
0 


- e 2,3 











81. Versuche mit glycerin-phosphorsaurem Eisenoxyd. 











Entwickelte com CO, nach 
75’ | 105’ | 120’ 


mit ™/,9-Ferri-glycero-phosphat 0,9 3,0 3,8 
” ™/ 5007 ” 0,5 2,3 3,2 
” ™ / 50007 1,9 2,4 

9 


Kontrolle 0,5 1,4 


Temperatur 22° 
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82. Versuche mit Carbonato-tetrammin-kobalti-nitrat. 








Entwickelte com CO, nach 
ow. |; 2. fee 


mit ™/,-[Co(NH,),(CO,) JNO, 1,7 2,5 2,8 
” ™ / 00° ‘ 0,6 | 1,7 2.6 
” ™ / 5000" ss 0,6 | 1,5 2,5 


Kontrolle | 0,4 1,2 2,2 


| 


Temperatur 22° 




















Auch bei der Vergirung mittéls lebender Unterhefe ent- 
falteten also Ferrichlorid, glycerinphos phorsaures Eisen- 
oxyd sowie Carbonato-tetrammin-cobalti-nitrat ihr Ak- 
tivierungsvermégen. 


Wenn beim lebenden Objekt die Stimulationskraft der mine- 
ralischen und organischen Zusitze im allgemeinen nicht so stark 
zum Ausdruck kommt, wie bei den enzymatischen Ansitzen, so 
ist — auBer dem bereits friher dargelegten Grunde, dem be- 
schrinkten Vorrat der reinen Fermentsysteme an natiirlichen 
Aktivatoren — zu beriicksichtigen, daB bei den zelligen Gebilden 
keine homogene Verteilung der Katalysatoren zu erwarten ist; 
man mu vielmehr annehmen, daB sie je nach ihrem chemischen 
Charakter zu verschiedenen Protoplasmaschichten in Beziehung 
treten. Da wir trotzdem in vielen Fallen auch an den lebenden 
Organismen den gleichartigen Effekt der Zulagen beobachten, 
also ihr Vordringen zu den intracelluliren Fermenten des Kohlen- 
hydratstoffwechsels feststellen, so darf man auf Grund dieser sehr 
befriedigenden Ubereinstimmung, die zwischen dem Verhalten 
zellfreier und mit Zellen arbeitender Anordnungen besteht, von 
der hier befolgten oder einer ahnlichen Methodik Aufschliisse iber 
die so ratselhaft erscheinenden Stoffwechselbeeinflussungen durch 
minimalste Substanzmengen erwarten. 
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